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Uber die Bildung von Acetaldehyd 
bei der alkalischen Spaltung von Eiweifkérpern. ') 
Von 
Otto BRiesser. 

(Unter Mitarbeit von Anneliese Hansen und Raimund Nagel.) 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir Pharmakologie und experimentelle Therapie der Universitit Breslau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Januar 1931.) 


Wenn man HKiweibkérper wie etwa Fibrin oder Ovalbumin 
oder Casein mit Natronlauge am absteigenden Kiihler kocht, dann 
geht sofort mit den ersten Tropfen eine fliichtige Substanz in 
erheblicher Menge ins Destillat, die mit NaOH und Jod eine 
starke Abscheidung von Jodoform in der Kilte gibt, ammonia- 
kalische Silberlésung reduziert und mit einigen T'ropfen Nitro- 
prussidnatriumlésung und Piperidin die intensive Blaufirbung 
aufweist, die nach Rimini fiir Acetaldehyd charakteristisch ist. 
Es gelingt leicht, aus dem Destillat, das meist schon deutlich 
nach Acetaldehyd riecht, die typische Verbindung mit Dimedon, 
das Aldomedon, in guter Ausbeute zu erhalten, und es durch 
seinen Schmelzpunkt (138—139°) sowie durch die Uberfiihrung 
in das bei 178° schmelzende Anhydrid zu identifizieren. In der 
Tat besteht, wie wir weiter unten noch zeigen werden, die gesamte 
jodoformbildende Substanz des Destillats aus Acetaldehyd. Nie- 
mals erhalt man beim Kochen der KiweiBkérper mit Siuren die 
geringsten Spuren von Aldehyd. 

Die Abspaltung des Aldehyds geht, allmiahlich an Intensitiit 
abnehmend, stundenlang weiter. Bei Anwendung von 2g trocknem 
EiweiB ist unter den von uns eingehaltenen Bedingungen die 
Abspaltung erst nach etwa 6 Stunden fortgesetzter Destillation 
ganz beendet. 

Die Bildung von Acetaldehyd bei der alkalischen Spaltung von 


EiweiBkérpern ist bisher nicht bekannt gewesen. In einer ilteren Arbeit 
von F. Blum und Vaubel?®) finde ich lediglich die Angabe, da8 beim 





1) Ein erster kurzer Bericht iiber die Ergebnisse der vorliegenden 
Arbeit erschien in den Protokollen der 10. Tagung der Deutschen Pharmakol. 
Gesellschaft, Kénigsberg 1930. 

*) J. prakt. Chem. 57, 882 (1898). 
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Jodieren eines mit Wasser unter Druck aufgespaltenen EiweiB Jod in 
erheblicher Menge auftrete, und Blum und StrauB8#) haben dann 
spiter auf Grund besonderer Versuche das Cystin fir diese Jodoform- 
bildung verantwortlich gemacht. Fiir unsere Befunde hat sich allerdings 
diese Erklirung nicht anwenden lassen, da Cystin mit Alkali allein keinen 
Aldehyd liefert. Hingefiihrt wurden indessen auch wir auf die Aldehyd- 
bildung durch die Beobachtung, daB beim Zusatz von Jod zur alkalischen 
Lésung eines aus Fibrin durch Alkalispaltung gewonnenen Albuminats 
sofort Jodoformgeruch auftrat, obwohl die Substanz in keinem Stadium 
ihrer Herstellung mit irgendeinem organischen Lisungsmittel in Beriihrung 
gekommen war. Bei der Suche nach Aufkliirung dieser Beobachtung sind 
wir dann zur Aufdeckung der allgemeineren Reaktion der EiweiBkérper gelangt. 

Zum niiheren Studium der Reaktion war die quantitative 
Bestimmung des gebildeten Aldehyds notwendig. In der groBen 
Zahl unserer ersten aus dem Jahre 1929 stammenden Versuche 
haben wir die Destillation im Rundkolben durchgefiihrt unter 
stindigem Ersatz des abdampfenden Wassers aus einem aufgesetzten 
Tropftrichter. Das Destillat, das in einem Schlangenkiihler konden- 
siert wurde, sammelte sich in einer eisgekiihlten Vorlage, in der 
sich eine 1°/,ige Lésung von Natriumbisulfit befand. Die weitere 
Verarbeitung erfolgte in enger Anlehnung an Neubergs Vor- 
schriften, indem die Sulfitverbindung durch Zusatz von Calcium- 
carbonat zersetzt und der Aldehyd durch Wasserdampfdestillation 
und bei Verwendung eines stark wirksamen langen Schlangen- 
kiihlers in vorgelegtes, mit Kis gekiihltes Ammoniak iibergefihrt 
wurde. Aus der Ammoniaklésung wurde nach Ansduern mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure der Aldehyd erneut mit Wasserdampf in 
eine sorgfiltig gekiihlte Wasservorlage iiberdestilliert. Dieses 
Destillat wurde auf ein bestimmtes Volumen aufgefillt und ein 
aliquoter Teil davon diente der quantitativen Bestimmung. 

In der Mehrzahl unserer spaiteren Versuche haben wir die 
erste Destillation mit NaOH unter Durchleiten von N, ausgefiihrt, 
nachdem sich gezeigt hat, daB die Ausbeuten an Aldehyd sich 
dabei wesentlich verbesserten. Sodann wurde eine sehr brauchbare 
Vereinfachung des Verfahrens erzielt durch Verwendung des Appa- 
rates nach Simon und Blasz6?), der es gestattete, die Reinigung 
des Aldehyds in einem einzigen Destillationsvorgang durchzufihren. 
Der im ersten Kolben aus der Bisulfitbindung durch CaCO, frei- 
gemachte und durch Zusatz von PbCO, von etwa entstandenem 
H,S gereinigte Aldehyd wurde mit Wasserdampf destilliert unter 


1) Diese Z. 112, 120 (1920). 
*) Biochem. Z. 215, 93 (1929). 
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Zwischenschaltung eines Kjeldahlkolbens mit verdiinnter Schwefel- 
siure. Das Destillat wird so in einem Gang frei von H,S und 
von Ammoniak und kann direkt zur Bestimmung benutzt werden. 


Diese Bestimmung haben wir durchweg nach Ripper ausgefihrt und 
zwar sowohl im direkten wie im indirekten Verfahren. Wir hatten zuerst 
das von Stepp und Fricke eingefiihrte und auch in Ronas neuestem 
Praktikum der physiolog. Chem. Teil II, S. 214 (1929) empfohlene Silber- 
verfabren gewihlt, haben aber feststellen miissen, daB diese Methode nicht 
zuverlassig ist, wenigstens wenn man mit kleinen Mengen Aldehyd zu arbeiten 
hat. Wirhaben die Methode sehr eingehend gepriift und sind zu der Uberzeugung 
gekommen, da sie der Ripperschen weit nachsteht, ja daB sie fiir unsere 
Bestimmungen unbrauchbar ist. Es scheint, da sie nur bei einem bestimmten 
Verhaltnis von Aldehydmenge und Silbermenge exakte Werte liefert, ohne 
daB es uns bisher gelungen wiire, dieses Verhiiltnis véllig klar zu stellen. 
Als Beispiel fiihre ich folgende Versuche an: Angewandt eine Aldehydlésung, 
die 3,5 mg Aldehyd in 5 cem enthialt, also 7,0 mg in 10 cem, nach Ripper 
bestimmt. Analysiert nach Stepp und Fricke unter Vorlage von je 
10 ccm 1/10n-AgNO,. Gefunden bei Anwendung von 

10 ccm Aldehydlésung 6,6 mg statt 7,0 mg 
3 ccm - 2,86 mg , 2,10 mg 
2 ecm ‘ 2,20mg ,, 1,40 mg 

Eine stirker verdiinnte Aldehydlésung, die in 20 ccm 3,74 mg enthielt 
(nach Ripper), gab nach Stepp und Fricke unter Vorlage von je 10 ccm 
Silbernitratlésung bei Anwendung von: 

5cem Aldehdylésung 2,86 mg statt 0,935 mg 


10 ccm - 3,96mg ,, 1,87 mg 
20 ccm - 6,16 mg ,, 3,74 mg 
60 ccm ” 11,0 mg ,, 11,22 mg 
100 ccm ‘i 18,2 mg ,, 18,7 mg 


Man sieht, daB bei dieser Versuchsanordnung erst Aldehydmengen 
iiber 10 mg richtige Werte geben, wobei zunichst noch unentschieden 
bleibt, inwieweit dabei die Gesamtfliissigkeitsmenge eine Rolle spielt. Wir 
betonen dies, weil in anderen Versuchen, in denen wir bei gleichbleibender 
Aldehydmenge die Menge der Silbernitratlésung wechselten, durch Ver- 
mehrung der letzteren ebenfalls eine bessere Anniherung an den richtigen 
Wert zu erzielen war. Jedenfalls hat das Ergebnis dieser und zahlreicher 
anderer Versuche mit der Silbermethode uns veranlaft, zur Ripperschen 
zuriickzukehren, die uns durchweg absolut befriedigende Werte ergab. 

Es sei darauf hingewiesen, daB besonders bei stark verdiinnten Lésungen 
man den Aldehyd mindestens 30 Minuten, besser 45, in der Kialte mit der 
eingestellten Sulfitlésung stehenlassen muB, damit die Bindung des Aldehyds 
vollstindig werde. Wir haben dariiber eine Reihe von Versuchen angestellt, 
die uns zu dieser Vorsichtsmahnung veranlassen. 

Beispiel: je 20 cem Aldehydlésung mit einem Gehalt von 3,74 mg 
Aldehyd stehen mit je 50 ccm n/50-Bisulfitlésung verschiedene Zeit und 


liefern nach 
15 45 90 Minuten 


3,08 3,52 8,74 mg 
14* 








204 Otto Riesser, 


Ein anderer Versuch: je 20 cem ein und derselben Aldehydlésung er- 
geben nach 
15 30 45 75 120 300 Minuten 


3,1 3,3 3,3 3,4 3,3 3,3 mg 


Auch hier ist die Zeit von 15 Minuten offenbar zu kurz. 

Als dringend notwendig erweist es sich auch, die Destillation der 
ziemlich groBen Fliissigkeitsmengen mit CaCO, und PbCO, zuerst °/, Stunden 
und nachher nochmals 30—40 Minuten auszufiihren. Bei etwas gréBeren 
Aldehydausbeuten zeigte sich oft in der zweiten Destillation noch eine 
ganze Menge Aldehyd. In diesem Falle wurde noch ein drittes Mal destilliert. 

Wie oben schon erwahnt, haben wir die erste Reihe unserer 
Untersuchungen mit direkter NaOH-Destillation durchgefiihrt ohne 
Durchleitung eines indifferenten Gases. Eine Reihe grundsitzlicher 
Fragen wurde mit dieser fiir die Ausbeuten nicht ganz befriedigen- 
den Methode durchgefiihrt und zwar am Fibrin. Indessen hat 
es sich gezeigt, daB gerade bei der Fibrinspaltung die N-Durch- 
leitung die Ausbeuten kaum verbessert im Gegensatz zu einigen 
anderen EiweifSkérpern, bei denen die Unterschiede teilweise er- 
heblich waren. Wir kénnen daher die ohne N,-Durchleitung ge- 
machten Fibrinversuche, soweit sie dazu dienten, einige Vorfragen 
zu lésen, verwerten. 

Die erste Frage war natiirlich die, ob etwa anhaftende Ver- 
unreinigungen fiir die Aldehydbildung mabgebend seien. Dagegen 
sprach schon die Tatsache, dab ebenso wie das Fibrin, wenn auch 
in verschieden hohem MaBe, andere reine KiweiBkérper Aldehyd 
liefern. Wir haben aber auch die Fibrinversuche nicht nur an 
frischem, sehr gut blutfrei (48 Stunden in flieBendem Wasser) ge- 
waschenem Material gemacht, sondern bei weitem die Mehrzahl 
an Trockenfibrin, das wir durch je 24 stiindige Extraktion, zuerst 
mit Alkohol, dann mit Ather gereinigt hatten. Es zeigte sich, 
daB der Riickstand aus den verdampften Extraktionsmitteln mit 
NaOH keine Spur Aldehyd lieferte, und daB die Ausbeute an 
Aldehyd aus dem extrahierten Fibrin, berechnet auf Trocken- 
substanz, genau die gleiche war wie aus frischem Fibrin. 


Kine zweite Frage betraf die optimale Konzentration an 
NaOH. Es ist ja an sich bemerkenswert, da es gelingt, nicht 
unbetriichtliche Mengen Aldehyds durch Destillation gerade mit 
Lauge zu erhalten, wenn man bedenkt, wie empfindlich Aldehyde 
gegen Alkalien sind. Um so bemerkenswerter ist es, daB bei 
Destillation mit NaOH-Konzentrationen zwischen 0,5 und 10°/, 
die Ausbeuten an Aldehyd praktisch gleich sind, und daB erst 
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unter 0,5°/, die Ausbeute sich erheblich verringert. So erhielten 
wir bei Spaltung von Rinderfibrin folgende Werte: 
NaOH-Konzentration . . . 0,5 2,0 10 0,1 °/,ig 
Aldehydausbeute . . . . 1,90 1,90 1,92 0,605, 
Wie schon hervorgehoben, vermehrten sich unsere Aldehyd- 
ausbeuten, wenn gleichzeitig N, durch die Lésungen geleitet wurde. 


Beim Fibrin wurden dann mitunter Werte iiber 2°/, erhalten 
(vgl. Tab. I). In besonderen Versuchen haben wir geprift, wie- 


Tabelle I. 
Acetaldehyd aus Rinderfibrin. 








Versuch Acetaldehyd eT 
Nr. in °/, 8 
29 1,91 ohne Stickstoff 
30 1,97 9 - 

31 1,89 - 2 
53 1,82 9 ¥ 
146 1,98 mit Sauerstoff 
147 1,92 " 
148 1,98 ohne “a 
149 1,82 . . 
150 1,98 mit e 
192 1,77 mit Stickstoff 
193 2,11 . , 
194 1,86 7 . 
225 1,91 ohne - 
230 1,86 , bs 
231 1,86 a 
294 2,44 mit " 








viel von einer Aldehydmenge wir wiederfinden, die unter den 
Bedingungen unserer Versuche mit 2°/,iger NaOH 6 Stunden 
lang bei Durchleiten von N, destilliert wurde. Wir fanden 
folgendes: 

Reine wiBrige Aldehydlésung: 10 cem geben nach Ripper 5,324 mg 
Aldehydgehalt. In 100 cem also 53,24 mg. 

100 ccm dieser Lésung werden mit 2°/,iger NaOH unter N-Durchleitnng 
in der tiblichen Weise 6 Stunden lang destilliert. Die Destillate werden 
in Natriumbisulfit aufgefangen und in der beschriebenen Weise durch 
Destillation tiber CaCO,, PbCO, und Schwefelsiiure weiter verarbeitet. Ge- 
funden 48,75 mg. Verlust also 8,43°/,. 
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100 cem derselben Aldehydlésung werden mit 5°/,iger NaOH 6 Stunden 
unter N-Durchleitung destilliert und weiter wie iiblich bestimmt. Gefunden 
46,47 mg. Verlust 12,53°/,. (Versuche 282 und 293.) 

Viel weniger giinstig gestalten sich Versuche ohne Durchleiten von 
N,, bei denen unter Anwendung von 2°/, NaOH ein Verlust von 24°/,, bei 
Verwendung von 10°/, NaOH sogar von 40°/, eintrat. Indessen hiingt in 
den Versuchen ohne N-Durchleitung die Wiedergewinnung so sehr von der 
Intensitit der Destillation ab, daB wir auf diese Versuche nicht zu viel 
Wert legen. 

Wie gestaltet sich der Gang der Aldehydabspaltung? Wie 
sich schon mit Hilfe der Rimini- oder Jodoform-Reaktion feststellen 
laBt, spaltet sich der Hauptteil des Aldehyds wihrend der ersten 
Stunde der Destillation mit Lauge ab, worauf die Spaltung, weiter- 
hin langsam abnehmend, stundenlang anhalt. Zwei Versuche mit 
je 2 g Trockenfibrin unter Verwendung von 2°/, NaOH, aber ohne 
N,-Durchleitung wurden so durchgefiihrt, daB die Vorlagen nach 
30, 60, 120 und 240 Minuten gewechselt wurden. Die Aldehyd- 
bestimmung in jeder der 4 Vorlagen ergab: 


Versuch A: 30 60 120 240 Minuten 
0,522 0,565 0,206 0,231°/, Summa 1,52°,. 
Versuch B: 30 60 120 240 Minuten 


0,412 0,682 0,206 0,242°/, Summa 1,49°/,. 
Wie man sieht, sind nach 60 Minuten insgesamt ?/, des 
Gesamtaldehyds abgespalten. Den Verlauf der Spaltung geben die 
Kurven der Figur wieder. 








% 4 

» 

is) 

| — Versuch A | 

a ee 

Os Bat 1 i a = J 
0.030 90 270 650 


Minuten —> 


Zeitlicher Verlauf der Acetaldehydbildung beim Kochen vom Rinderfibrin mit 2°/, NaOH. 


Endlich muBte aber auch noch die wesentliche Frage ent- 
schieden werden, ob die von uns nach Ripper bestimmte Sub- 
stanz wirklich ausschlieBlich aus Acetaldehyd bestehe. Zwar 
haben wir das Aldomedon, wie oben dargelegt, immer wieder als 
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solches dargestellt und identifiziert, immerhin wire es médglich, 
daB bei dem Ripperschen Verfahren neben dem Acetaldehyd 
andere Substanzen mitbestimmt wiirden, wobei wir vor allem an 
Methylglyoxal (aus Zucker) dachten. 

Um diese Frage zu kliren, untersuchten wir, ob man aus 
den Destillaten so viel Aldomedon erhalten kann, als dem durch 
Titration angegebenen Aldehydgehalt entspricht. Folgende Ver- 
suche wurden angestellt: 


a) 150 cem reiner Aldehydlésung mit einem Gehalt von 23,23 mg 
werden mit 0,25 g Dimedon (in 10 eem Alkohol gelést) versetzt und 24 Stunden 
im KEisschrank stehengelassen. Die ausgeschiedenen Krystalle werden ab- 
gesaugt, mit eiskaltem Wasser dreimal gewaschen und an der Luft getrocknet. 
Gewicht 0,1199 g. Also auf 1 mg Aldehyd 51,6 mg Aldomedon. 

b) 150 cem Aldehydlésung mit 24,42 mg Aldehyd geben 0,991 g Aldo- 
medon, das sind auf 1 mg Aldehyd 40,6 mg Aldomedon. 

c) Endlich 50 ccm Aldehydlésung mit 24,42 mg Aldehyd geben ohne 
weitere Verdiinnung 0,1107 g Aldomedon, also auf 1 mg Aldehyd 45,3 mg 
Aldomedon. Die Ausbeute hingt naturgemiB von der Verdiinnung ab, da 
das Aldomedon in Wasser merklich ldéslich ist. Bei einer Verdiinnung 
von rund 25mg Aldehyd auf 150cem Wasser kann man also etwa 
0,11 g Aldomedon erwarten, bei gréBerer Verdiinnung etwas weniger. 

d) Aus einer frischen Fibrinspaltung werden 100 cem Destillat mit 
einem titrierten Aldehydgehalt von 25,5 mg mit Dimedon angesetzt. Gefunden 
werden 0,1219 g Aldomedon. Von einer zweiten Spaltung stammend, werden 
200 ccm Destillat angesetzt mit einem titrierten Aldehydgehalt von 26,4 mg. 
Gefunden werden 0,0838 g Aldomedon; die Ausbeute ist erheblich schlechter 
und zwar um 24°/,, die Verdiinnung allerdings diesmal um 30°/, gréBer. 

e) Aus der Spaltung von Mucin (Versuch 282) werden 150 cem De- 
stillat mit einem titrierten Gehalt von 25,7 mg Aldehyd mit Dimedon ver- 
setzt. Gefunden werden 0,1105 g Aldomedon. Endlich wird 

f) die Aldehydlésung aus einer Ovalbuminspaltung (von Versuch 
288) mit Dimedon angesetzt und zwar 23,23 mg Aldehyd in nicht weniger 
als 240 ccm. Gefunden 0,1155 g Aldomedon, was sogar mehr ist, als man 
bei der starken Verdiinnung erhoffen konnte. 


Diese Versuche, deren Genauigkeit naturgeméB nur eine 
angenaherte sein kann, geniigen indessen zum Beweis, dab die 
Titration der Destillate von Fibrin, Mucin und Ovalbumin nach 
Ripper tatsaichlich ausschlieBlich Acetaldehyd erfaBt. 

Nachdem wir festgestellt haben, daB beim Kochen mit NaOH 
aus den von uns gepriiften Kiweibkérpern als Jodoform bildende, 
fliichtige Substanz Acetaldehyd und nur Acetaldehyd entsteht, 
war zu entscheiden, ob der ProzeB ein oxydativer’) oder hydro- 





1) DaB man durch Oxydation mittels Permanganat und Schwefelsiiure 
aus EiweiB Acetaldehyd erhiilt, ist schon lange bekannt. Vgl. Beilstein, 
IV. Aufl. S. 596. 








208 Otto Riesser, 


lytischer sei. Gegen die Annahme oxydativer Vorginge sprach 
allerdings schon die Tatsache, daB die Aldehydbildung noch nach 
lingerem Kochen weiterging, obwohl dann lingst keine Spur 
von O, mehr in dem kochenden Kolbeninhalt enthalten sein 
konnte. Um aber in dieser Sache sicher zu gehen, haben wir 
folgende Versuche gemacht. Wir haben zunichst gepriift, ob beim 
Durchleiten von O, aus Fibrin mehr Aldehyd entsteht als 
ohne O,. Die Ausbeuten iinderten sich indessen nicht. Sodann 
haben wir die EiweiBkérper mit ausgekochtem Wasser und eben- 
solcher Lauge angesetzt, auch zum Nachfiillen nur ausgekochtes 
Wasser verwandt und schlieBlich andauernd N, durchgeleitet, der 
durch Leiten iiber gliihendes Cu vollig O,-frei gemacht war. Ks 
ergaben sich wiederum die gleichen Ausbeuten. Nur zeigte sich 
gerade in diesen Versuchen, daB man mit N, eher mehr als weniger 
Aldehyd erhilt, was natiirlich nur auf die schnellere Herausjagung 
des Aldehyds durch den Strom des indifferenten Gases zuriick- 
zufiihren ist. Diese Versuche beweisen also, daB eine Oxydation 
bei der Aldehydbildung keine Rolle spielt (Tab. I). 

Im folgenden geben wir eine Aufstellung der Analysen, die 
wir bei der Spaltung verschiedener Kiweibkérper mit 2°/,iger 
NaOH und unter Durchleiten von N, erhalten haben. Ks sei 
hervorgehoben, daB wir alle friiheren, ohne N ausgefiihrten Ver- 
suche wiederholen muBbten, nachdem sich gezeigt hatte, daB fiir 
viele Eiweibkérper die N,-Durchleitung sehr erheblich hohere 
Ausbeuten ergab. Interessanterweise trifft das nicht fiir alle zu. 
Am auffallendsten sind die Unterschiede beim Mucin, am geringsten 
beim Fibrin. 

Die Ubersicht der Tab. II laBt erkennen, daB die Prozent- 
zahlen sich in 3 Gruppen teilen lassen. Die eine umfaBt Werte 
von 2,5—3°/,, bezogen auf Trockensubstanz, die nachste 1,5—1,7°/,, 
die dritte, nur durch das Globulin vertreten, 1,1°/,, die vierte 
Werte von 0,35—0,53°/, und am Schlusse steht das Keratin mit 
nur 0,09°/,. 

Vom Rinderfibrin haben wir besonders viele Analysen gemacht. 
Die Mehrzahl (16) gibt Aldehydwerte von 1,8—2,0°/,. Sehr hohe 
Werte finden wir beim Mucin und bei Pepton Witte. Da letzteres 
aus Schweinefibrin hergestellt wird, haben wir auch ein mit Al- 
kohol und Ather extrahiertes reines Schweinefibrin untersucht 
und daraus bis zu 4,5°/, Aldehyd erhalten. 

Ob die von uns analysierten Werte wirklich Héchstwerte 
darstellen, kann natiirlich nicht gesagt werden. Wir kénnen nur 
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Tabelle II. 
Acetaldehyd, berechnet auf 100 g Trockensubstanz. 
In allen Versuchen wurde Stickstoff durchgeleitet. 








EiweiBkorper — enon ia Bemerkungen 
Nr. m7, 
So ee ee eee 221 3,63 | Sammlungs- 
222 3,26 | praparat 
224 2,74 
256 2,32 
257 2,34 selbst 
280 2,40 - hergestelltes 
281 2,84 Priiparat 
284 2.14 
287 2,15 
2. Pepton (Witte) . . 216 2,66 
218 2,55 
223 3,07 
236 2,99 
237 2,65 








8. Fibrin (Rind) laut besonderer Tab. I 
Mittelwert 1,90 











4, Ovalbumin Kahlbaum 205 1,70 
206 1,50 
5. Vitellin . . . . 198 1,69 
204 1,60 
6. Casein ..... 196 1,74 
197 1,51 
7. Myosin... . 200 1,54 
210 154 
8. Edestin . . ... 209 1,38 
243 1,44 
9. Globulin. . 2. , 265 1,14 
266 1,22 
10. Gelatine. . . . 263 0,700 
264 0,530 
11. Casein/Pepton . . — 0,523 
228 0,350 
12. Elastin . .... 215 0,528 
217 0,360 
13. Chondrin. .. , 220 0,524 
14. Keratin . . . . . 267 0,096 
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feststellen, daB unter absolut gleichmiBig gehaltenen Bedingungen 
der NaOH-Konzentration, der Destillationszeit und der N,-Durch- 
leitung die Ubereinstimmung der Parallelversuche hefriedigend 
ist, und da unter diesen Bedingungen die interessanten Unter- 
schiede im Aldehydbildungsvermégen der verschiedenen HiweiB- 
kérper auftreten. 

Damit beriihren wir die grundsiitzlich wichtige Frage, woher 
eigentlich der Acetaldehyd stammt. Urspriinglich dachten 
wir an die Zuckerkomponente des Eiweib. Dagegen sprechen 
allerdings von vornherein viele Griinde. Wir wissen durch die 
Untersuchungen von Fischler’') und seinen Mitarbeitern, daB 
beim Destillieren von Zuckerarten mit sehr verdiinntem Alkali 
(m/,o) Na,CO, = etwa 0,1°/,) Methylglyoxal entsteht. Mit wachsen- 
der Laugenkonzentration nimmt die Methylglyoxal-Ausbeute stark 
ab, wihrend die Acetaldehydbildung aus Eiwei8 in unseren 
Versuchen noch bei Anwendung 10°/, iger Natronlauge maximal 
war. Nie konnte Fischler aus Zucker Acetaldehyd oder 
Aceton erhalten, Aber weiterhin sehen wir, daB Eiwei8koérper, 
die nach dem heutigen Stande unseres Wissens frei sind von 
Koblenhyrat, wie Casein und Ovalbumin, nicht unbetrachtliche 
Aldehydausbeuten ergeben. Auch fihrten eigene Versuche mit 
Kohlenhydraten ohne und mit Zusatz von EKiweiB zu keinem ver- 
wertbaren Ergebnis. Am meisten aber iiberzeugt vielleicht der 
Versuch mit einem reinen Clupeinsulfat, das mir Herr Prof. 
Waldschmidt-Leitz freundlicherweise iiberlieB, und dessen 
genaue Zusammensetzung folgende ist: 10 Mol. Arginin, 2 Mol. 
Valin, 1 Mol. Alanin, 1 Mol. Serin, 1 Mol. Prolin. 

Auch dieses reine Protamin, das bestimmt zuckerfrei ist, gab 
unzweifelhaft Acetaldehyd bei der Destillation mit NaOH. Die 
Riminireaktion war, wenn auch schwach, positiv, und die Titration 
nach Ripper ergab in den zwei Versuchen, die uns mit je 1 g 
Substanz moéglich waren, 0,44 und 0,29°/, Acetaldehyd. Das ist 
zwar wenig, aber die Bildung an sich ist sicher. Ein mir von 
dem gleichen Forscher iiberlassenes Priiparat eines einfachen 
Polypeptids, des Hexaglycins, ergab keine Spur von Aldehyd bei 
der Destillation mit NaOH. 

In dem Bemiihen, die Quelle des Aldehyds herauszubekom- 
men, haben wir simtliche uns erreichbaren Aminosduren mit NaOH 
destilliert und auf Bildung von Acetaldehyd untersucht. So 


y Diese Z. 157, 1 (1926); 165, 53 (1927). 
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vor allem Cystin, Glykokoll, Alanin, Serin, Leucin, Histidin, 
Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin. In keinem Falle beobachteten 
wir Aldehydbildung. 


Alle diese Versuche werden aber eigentlich iiberfliissig, wenn 
wir feststellen, daB die véllige Aufspaltung des EiweiBes, sei es 
durch Siure oder durch Pankreas, zu einem Gemisch von Spalt- 
produkten fiihrt, in dem ja gewiB alle Aminosiiuren enthalten 
sind, und dessen Destillation mit NaOH dennoch nur noch Spuren 
von Aldehyd gibt. Wohl aber kann man leicht zeigen, daB, wenn 
die Siurespaltung oder die Verdauung nicht geniigend intensiv 
wirkten, wenn also z. B. zu kurz gespalten oder verdaut wurde, 
noch ein Teil der Aldehydbildungsfihigkeit erhalten war. Folgende 
Versuche zeigen dies. 


2 g Pepton Witte, die normalerweise etwa 2,5°/, Aldehyd liefern, werden 
6 Stunden lang am RiickfluBkiihler mit 25°/,iger HCl gekocht (Versuch 247). 
Die Salzsiiure wird zunichst mit NaOH neutralisiert und dann das Ganze 
mit NaOH auf 2°/, Natronlauge gebracht und. destilliert. Wir finden 
1,642°/, Acetaldehyd, also erheblich weniger als zuvor. 2 g Fibrin, ebenso 
mit HCl 6 Stunden lang gekocht (Versuch 249), liefern nur noch 0,88°/, 
Aldehyd statt 1,9°/,. In einem weiteren Fibrinversuch (Versuch 254) wird 
das Kochen mit HCl auf 24 Stunden ausgedehnt und die HCI dann noch 
auf dem Wasserbade durch Eindampfen gréBtenteils vertrieben. Darauf 
wird mit NaOH auf 2°/, gebracht und destilliert. Wir finden 0,0704°/, Acet- 
aldehyd, d.h. die Fahigkeit zur Aldehydbildung ist nahezu verschwunden. End- 
lich wurden auch noch einmal 2 g Pepton Witte 24 Stunden mit 25°/,iger 
HCl gekocht (Versuch 255) und in gleicher Weise wie oben weiter be- 
handelt. Man erhalt beim Kochen des Spaltgemisches mit 2°/,iger NaOH 
nur 0,0682°/, Acetaldehyd, also wiederum praktisch so gut wie nichts. 

5g Fibrin mit 0,5°/, HCi und 0,5°/, Pepsin werden im Brutschrank 
bei 39° 24 Stunden lang verdaut (Versuch 260). 1°/, Nal’ dient als Anti- 
septikum. Macht man dann mit NaOH alkalisch, so daB wieder der Ge- 
halt an Alkali 2°/, ist, und destilliert, so erhilt man 1,9184°/, Aldehyd, also 
denselben Wert wie aus dem unveranderten Fibrin. Beim Ubergang in 
Albumosen und Peptone geht demnach, wie wir ja auch aus den Pepton- 
versuchen wissen, die Aldehydbildungsfihigkeit nicht verloren. Setzt man 
aber die mit Pepsin begonnene Verdauung bei alkalischer Reaktion (0,5°/, 
NaHCoO,) fort unter Zusatz von Pankreon und NaF als Antiseptikum (Ver- 
such 261), so gibt die Spaltlisung nach nur 24stiindiger pankreatischer 
Verdauung immer noch 1,41°/, Aldehyd. Verdaut man dagegen 48 Stunden 
mit Pankreas, so gibt die alkalische Destillation des Verdauungsgemisches 
nur noch 0,275°/, Aldehyd (in Versuch 269) bzw. 0,4114°/, (in Versuch 270). 


Diese Beobachtungen fiihren zu dem SchluB, daB die Fahig- 
keit zur Aldehydbildung gebunden ist an die Art der Ver- 
knipfung der Bausteine im EiweiBmolekil. Wir werden 
der Lésung der Frage vielleicht dann niherkommen, wenn wir 
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gleichzeitig den Abbau des Eiwei8 durch Bestimmung der 
freien NH,-Gruppen und die Fiahigkeit, Aldehyd zu_ bilden, 
verfolgen werden. Herr Professor Max Bergmann - Dresden 
wies mich darauf hin, daB nach seinen Untersuchungen das 
Serin als Quelle des Aldehyds in Frage kommen kénne. Denn 
es hat sich gezeigt, daB zwar nicht das Phenyl-Serin selbst, 
wohl aber sein Hydantoin, in dem die NH,- und COOH-Gruppe 
also gleichsam in ein Ringsystem eingefiigt sind, bei der gleichen 
Behandlung mit Alkali in einer sehr interessanten Reaktion 
Phenyl—Brenztraubensiure liefert.1) Indessen haben wir nicht 
nur aus Serin, wie oben angegeben, beim Kochen mit 2°/,iger 
NaOH keinen Aldehyd erhalten, sondern ebensowenig aus dem 
Hydantoin des Serins. Es scheint also, als ob dieser Weg der 
Bildung auch nicht in Frage komme. 

Es mu8 eingestanden werden, da bisher die Quelle der 
Aldehydbildung aus Eiwei8 aufzukliren nicht gelungen ist. Wei- 
teren Untersuchungen bleibt die Lésung des Problems vorbehalten. 

Immerhin darf es als interessant bezeichnet werden, daB Ki- 
weilbkérper auf verhiltnismaiBig leichte Weise Acetaldehyd zu 
bilden vermégen. Es gelingt unschwer zu zeigen, daB selbst 
0,5°/, NaHCO, bei 40° innerhalb 48 Stunden kleine Aldehyd- 
mengen abspaltet. So geben 4 g Pepton in 0,5°/, NaHCO, + 1°, 
NaF nach 48stiindigem Stehen bei 39° 4,18 mg Acetaldehyd 
= 0,1035°/, (Versuch 246).2) Man wird es also nicht als ganz 
ausgeschlossen betrachten kénnen, daB auch unter biologischen 
Bedingungen aus EiweiB Acetaldehyd entstehen kénne. 





1) Bergmann u. Delis, Liebigs Ann. 458, 76 (1927). 


*) Nach Digestion wurde schwach angesiiuert, der entstandene Aldehyd 
abdestilliert und in Bisulfit aufgefangen. In der Kontrollprobe keine Spur 
von Aldehyd. 

















Uber bilirubinoide Farbstoffe und iber Koproporphyrin IV.' 
Von 


Hans Fischer und Alfred Kiirzinger. 


—_—- 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Marz 1931.) 


Auf synthetisch-analytischem Wege haben wir vor kurzem 
die ,,lineare’’ JXonstitution des Gallenfarbstoffes bewiesen.*) 
Gleichzeitig hiermit gingen synthetische Versuche einher, vier 
Pyrrolkerne durch drei Methingruppen miteinander zu ver- 
kniipfen, seitdem mit Scheyer*) vor einigen Jahren zwei Di- 
pyrrylithane mit Hilfe von Ameisensiiure-Salzsiure zur Ver- 
einigung von vier Pyrrolkernen gefiihrt hatte zu einer intensiv 
velb gefirbten Verbindung, die in der Farbe auferordentlich an 
Mesobilirubin erinnerte, aber keinerlei charakteristische spektro- 
skopische Absorption ebensowenig wie Bilirubin zeigte, und die 
Gqmelinsche Reaktion nicht erfiillte. 

Ein neuer Weg schien gegeben zu sein ausgehend von in 
der Seitenkette zweifach gebromten Dipyrrylmethenen z. B. fol- 
sender Strukturformel: 








HOOC-H,C,,—~CH, H,C-_C,H,-COOH 
BrH,CL_ CH——=\_CH,Br 
Ni N 
I HBr 


Dieser K6rper gab, wie schon mit Morgenroth*) gefunden 
war, beim Verkochen mit Methylalkohol einen intensiv gelb ge- 
firbten Korper, dessen Reinigung Schwierigkeiten machte. Durch 
Elementaranalyse, Methoxylbestimmung und Molekulargewichts- 
1) IV. Mittlg. tiber synthetische Versuche tuber die Konstitution des 
Gallenfarbstoffs. III. Mittlg. vgl. Diese Z. 195, 49 (1980). 

*) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 193 (1930). 

8) Liebigs Ann. 489, 187 (1924). 

4) Dissertation Morgenroth, Technische Hochschule Miinchen 1928, 
S. 16. 
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hestimmung konnten wir dann eindeutig fiir diesen Kérper 
folgende Konstitutionsformel beweisen: 





H,COOC-H,Cy a H,C, C,H, -COOCH, 
H,COH,C us CH ___JCH,OCH, 
Nt x 

II HBr 


Neben sekundiirer Veresterung war also Austausch von Brom 
cegen Methoxyl erfolgt, wie zu erwarten war und es entstand also 
3,3’- Dimethyl! -4,4’- dipropionsiiure-methy lester -5,5’- dimethoxyme- 
thyl-pyrromethen-bromhydrat. Mit Athylalkohol entsteht die ent- 
sprechende Athoxyverbindung; durch Behandlung mit Brom- 
wasserstoff-Eisessig regeneriert wieder das Ausgangsmaterial. 
Methoxy- und Athoxykérper lassen sich mit einigen Schwierig- 
keiten in die entsprechenden freien Basen, die gut krystallisieren 
und einen niedrigen Schmelzpunkt besitzen, umwandeln. Der 
Methoxykérper ist durch ein schon krystallisierendes Kupfersalz 
ausgezeichnet. 

3,3’ - Dimethyl-4, 4’- diaithyl-5,5’- dibrom methyl- pyrromethen- 











edhe HC, nik H.C C,H, 
BrH ‘tans ~_ 7 CH,Br 
NH N 
Iil HBr 


das aus Kryptopyrrol durch Kondensation mit Ameisensdure- 
sromwasserstoff und Aufbromieren in Hisessig!) dargestellt wird, 
cibt in analoger Weise Methoxy- und Athoxykérper. Der Methoxy- 
kérper liBt sich leicht in die freie Base iiberfiihren und ist aus- 
cezeichnet durch ein sch6én krystallisiertes komplexes Kupfersalz. 
Dem Methoxykorper kommt folgende Konstitution zu: 


] “T ari iw Hi, 
H,COH,C\. »— CH \_ZCH,OCH; 
NH N 

IV HBr 


Die Methoxy—Methylgruppen erwiesen sich als sehr reaktions- 
fihig. Methoxykoérper Nr. II und IV setzen sich mit Merkaptanen 
schon beim gelinden Erwairmen um und es entstand aus II mit 
Athylmerkaptan das prachtvoll krystallisierte 3,3’- Dimethyl-4, 4’- 
dipropionsiiure - methylester - 5, 5’- diithylmerkaptomethyl-methen- 
bromhydrat 


1) H. Fischer u. Stangler, Liebigs Ann. 459, 79 (1927). 
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H, 
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H,COOC-H,C,——,CH, H,Co ©,H,COOCH, 
H,C,S-H,C\_4 CH——\_/CH,SC,H, 

(H,CS) NII V NHBr (SCH,) 
(Analog ist auch die entsprechende Dimethylmerkapto-Verbindung 
erhiltlich.) 


Bei der Umsetzung des Methoxykorpers Nr. II in Benzol- 
losung mit 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol entstand sofort intensive 
totfarbung, es konnte leicht ein im Prismen_ krystallisierender 
Korper isoliert werden, der in die freie Base iiberfiihrbar ist. Die 
Methoxylbestimmung bewies den Austritt von zwei Methoxylen. 

Die wahrscheinlichste Deutung des Reaktionsverlaufes ist der 
Austritt von zwet Mol Methylalkohol zwischen dem trisubstituierten 
Pyrrol und dem Methoxyko6rper entsprechend folgenden Formu- 
herungen: 











mcg H,COOC-H,C,——,CH,  H,C C,H,-COOCH, H,C---—-COCH, 
|. | 
HC. 7H H,CO acl CH \__/'CH, OCH, H. _CH, 
NH Ni N- HBr NH 
| 2.CH,0OH 
COOCH, y H,COOC 
ey H,Cy— CH, H,C, CH, H,C,-—COCH, 
| | } | 
nol) oe So CH= =" A cH, 
NH NH N-HBr ‘ NH 
VI 


2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol reagiert in analoger Weise mit IV 
zu einem Korper, dem demgemiéB dann folgende Konstitutions- 
formel zuzuschreiben ist: 

H,C,_—-COCH, 


H,COC/—CH, er a r 
| | 
H,C.__» CH, lJ a ee 


NH NH VII N-HBr NH 

Die Analysenergebnisse sowohl der beiden Bromhydrate als 
auch der freien Basen beweisen eindeutig die angenommene Kon- 
stitution. Bemerkenswerterweise zeigen die Loésungen der beiden 
Korper Nr. VI und Nr. VII den Urobilinstreifen geradeso wie die 
einfachen Dipyrrylmethene. Die Ehrlichsche Reaktion ist negativ. 

Setzt man zu verdiinnten Lésungen, die keinen spektrosko- 
pischen Befund mehr geben, alkoholisches Zinkacetat zu, entsteht 
sofort intensive Urobilinfluoreszenz mit charakteristischem Spektral- 
befund. Die komplexen Zinksalze sollen noch einer eingehenden 
Untersuchung unterzogen werden. VI und VII zeigen eine aus- 
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vesprochene Gmelinsche Reaktion. Es tritt in Chloroformlésung 
mit salpetriger Séure ein Farbenspiel von Grin nach Blau, 
Violett, Hellrot und schlieBlich Gelb auf unter Erseheinen von 
drei Absorptionsstreifen. Hiermit sind zum erstenmal auf rein 
synthetischem Wege Korper erhalten, die die fir Gallenfarbstoff 
charakteristische Reaktion zeigen. Wir bezeichnen solche Korper 
als bilirubinoide Farbstoffe, denn die JXonstitution der Korper 
ist dem Gallenfarbstoff aihnlich, aber nicht damit identisch. Beim 
Gallenfarbstoff werden zwei Oxymethene durch eine Methylenbriicke 
verknipft, wihrend hier ein durch zwei Pyrrolkerne substitwiertes 
Pyrromethen vorliegt, das also zwei Methylengruppen enthaélt und 
endstindig nicht Oxygruppen, sondern Methylgruppen. Die 
Gamelinsche Reaktion ist also nicht etwa auf das Vorhandensein 
der Oxygruppen zurickzufiihren. Im itbrigen werden wir sehr 
bald, wenn noch mehr experimentelles Material vorliegt, den 
Mechanismus cer Gmelinschen Reaktion diskutieren. 

Wir versuchten nunmehr statt 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol 
die Kinwirkung von trialkyherten Pyrrolen, insbesondere Krypto- 
und 2,3,4-Trimethylpyrrol auf die Methoxykérper. Mit Krypto- 
pyrrol sollte ein Koérper der Konstitutionsformel 








COOCH, H,COOC 
H,C,— t HOH, BC — Cll _ 
| i 
acl J}——on,——l_ }- ca. J —cn, —_ Jeu, 
NH NH N-HBr NH 
VIII 


entstehen, der in direkten Beziehungen zu Mesoporphyrin stinde. 
Denkt man sich an der mit einem Stern versehenen Methingruppe 
eine methylierende Aufspaltung des Mesoporphyrins XII?) folgender 
Konstitution IX: 








H,C——(C,H; C,H,——| CH, 
| 
ww <== = FC eae 
/* v \ 
HC WW H CH 
\ N N 
* i - 
| {Le ol | 
HOOC-H,C-H,C_—-CH, H,C CH,-CH,-COOH 
IX 


wurde unser linearer Korper entstehen, eine Reaktion, die auf 
chemischem Wege ausgehend von Korper VIII reversibel reali- 


') H. Fischer u. K. Morgenroth, Liebigs Ann. 466, 166 (1928). 
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sierbar sein sollte. Wiirden niimlich die beiden endstiindigen 
Methylgruppen aufbromierbar sein, so mubBbte, bei der nach- 
gewlesenen auferordentlichen Tendenz zur Bildung des Porphin- 
systems unter Abspaltung von Brommethyl das Mesopor- 
phyrin XII darstellbar sein. Auch im Organismus kénnte man 
sich solche Reaktionen entsprechend modifiziert vorstellen. Die 
Analysen ergaben jedoch keine gut stimmenden Werte und leider 
verliefen hier Kondensationsreaktionen des Kryptopyrrols neben- 
her. In der Tat konnte auch das Methen des Kryptopyrrols aus 
dem Reaktionsprodukt isoliert und durch Schmelz- und Misch- 
schmelzpunkt sowie durch Analyse identifiziert werden. Das 
Kryptopyrrol hat also dem Methoxykorper das fiir die Methen- 
bildung notwendige IXohlenstoffatom entzogen, cine Reaktion, die 
wir in ahnlicher Weise schon friher bei einfachen Pyrrolen beob- 
achtet haben. Zum Beispiel entzog ber dem Versuch, 2,4-D1- 
methyl-3-carbithoxypyrrol mit) 2,5-Dimethyl-3-carbiathoxy-4-for- 
mylpyrrol zu kondensieren, das zuerst genannte Pyrrol dem an 
zweiter Stelle genannten den Formylrest unter Bildung des Methens 
des 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrols.') 

Daf aber in dem Reaktionsprodukt tatsiachlich ein WKorper 
der Konstitution Nr. VI[I wenigstens teilweise vorliegt, geht aus 
der deutlich positiven Gmelinschen Reaktion hervor. 

Als Nebenprodukt entsteht weiterhin in Spuren Kopropor- 
phyrin. Es verlaufen also eine Summe von Reaktionen neben- 
emander; das C-Atom ftir das Kryptopyrrolmethen ist offenbar 
dem Methoxykorper entzogen worden. Die Spaltprodukte  er- 
klaren dann die Porphyrinbildung. Auch mit Trimethylpyrrol 
verlief die Reaktion nicht eimheitlich. Es entstanden neben- 
einander das tetramolekulare Pyrrol, das Methen des Trimethy!- 
pyrrols sowie in Spuren Koproporphyrin. [ine vollige Reiniguny 
gelang nicht. 

Wir haben dann weiter Opsopyrrol und Opsopyrrolearbon- 
siure auf das methoxylierte Methen Nr. If einwirken lassen, um 
zu Korpern folgender Konstitution zu gelangen: 











[C,H,COOH] COOCH, HLUOC (HOOC-H,C,] 
1 

ni 3——CH, L )——_cu——)._ ,, ——cn, 4 Jn 
NH NH N-HBr NH 


X 


') H. Fischer u. Zerweck, Ber. chem. Ges. 55, 1944 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCVI. 15 
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Diese Korper wiren theoretisch auferordentlich interessant, sie 
miuBten bei der Behandlung mit Ameisensiure oder Formaldehyd 
Jeicht in Porphyrine wbergehen. Geliinge die Oxydation in den 
g-stiindigen Methingruppen, miiBte ein isomeres Mesobilirubin auf- 
treten. Die Reaktion verlief aber in ganz anderer Richtung. Mit 
Opsopyrrolearbonsiure entstand in guter Ausbeute Kopropor- 
phyrin, das als Methylester auch durch die Analyse eindeutig 
identifiziert wurde. Wahrscheinlich handelt es sich um ein Ge- 
misch von Koproporphyrin [I und Koproporphyrin III. Be- 
merkenswert sind die milden Bedingungen, unter denen hier die 
Porphyrinbildung erfolgt; kurzes Erwirmen auf dem Wasserbad in 
Benzol-Methylalkohol geniigte, um die Porphyrinbildung herbei- 
gufiihren. Jedenfalls muB das Methoxy! des Methoxyké6rpers fir 
die Reaktion verantwortlich gemacht werden. Mit Opsopyrrol 
entstand Atioporphyrin, was in vollkommener Analogie zum Ver- 
halten der Opsopyrrolearbonsiiure steht. Biologisch scheint uns 
auch dies Verhalten interessant, denn das Iuntstehen des Kopro- 
bzw. Atioporphyrins kann man ja nur durch primire Bildung von 
Korpern der Konstitution X sich vorstellen und Korper dieses 
Typs koénnen theoretisch beim Abbau des Blutfarbstoffs zum 
Gallenfarbstoff wohl auftreten. Der Gaillenfarbstoff entsteht ja 
durch oxydative Absprengung einer Methingruppe aus Hamuin. 
ktr besitzt 83 C-Atome im Gegensatz zum 54 C-Atome enthalten- 
den Himin. Bei diesem Ubergang mu, wie kiirzlich bewiesen}), 
ein Umbau erfolgen, denn die Anordnung der Seitenketten im 
Bilirubin entspricht nicht denen des Himins. Nimmt man nun 
Zwischenprodukte vom Typ X an, so versteht man, da8 dann 
durch Zerfall des Molekiils sekundiire Synthesen erfolgen koénnen 
und man kann auch die Bildung des Koproporphyrins I aus ge- 
wohnlichem Blutfarbstoff (der Atioporphyrin III entspricht) er- 
kliren, wenn man in gleichem Sinne einen Abbau des Blutfarb- 
stoffs annimmt zu einer X, also Methan—Methen ahnlicher Formu- 
lierung, bei der die sauren Kerne auBenstehen, die dann geradeso 
wie im vorliegenden Beispiel durch sekundire Synthese Kopro- 
porphyrin I ergeben. Eine Stiitze dieser Anschauung kann man 
auch erblicken in den kirzlich mitgeteilten Ergebnissen mit 
Rothhaas?’), wobei durch bloBes Erhitzen von Porphyrinogen in 
Kisessig und Reoxydation ein kompliziertes Porphyringemisch 
erzielt wurde. 
1) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 205 (1931). 
*) Liebigs Ann. 484, 95 (1930). 
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Die Methoxykérper ebenso die Merkaptoverbindungen hatten 
wir auch noch aus einem anderen Grunde synthetisiert. Es be- 
stand die Moéglichkeit, durch Umsetzung dieser Kérper mit kern- 
gebromten Methenen analog den Porphyrinsynthesen Porphyrine 
mit Methoxygruppen bzw. SCH;-Gruppen an den Methingruppen 
der Porphyrine zu erhalten entsprechend folgendem Schema 


H,COOC- H,C,——,CH H,C —==C,H,-COOCH, 





8 
1 
“og ~CH i- J/H-SCH, 
H NH N H 
HBr HBr 
: N NH 
“oe 
| 
ee g*"-—"On, 
sities: A ie H;G cs =C,H,-COOCH, 
H | | 
gee = + an ee ia" 
lS ‘ 
H,C-SC YY H  CS-CH, 
N N 
ite, ee =. Pin 
| H | | 
H,C S* s+) .._ICH, 


XI 
* § = CH,-CH,-COOH. 


Porphyrine entstanden auch, leider aber wurden die Methoxy- 
bzw. SCH,-Gruppen abgesprengt und es entstanden lediglich dic 
gewOhnlichen Porphyrine. Angesichts der Wichtigkeit dieser Ver- 
suche jedoch sollen diese bei gelegener Zeit unter milderen Be- 
dingungen wiederholt werden, denn nachdem Phylloporphyrin ein 
methylsubstituiertes Porphyrin darstellt, wie dies auf Grund der 
analytischen und synthetischen Untersuchungen so gut wie bewiesen 
ist, sollten Porphyrine des genannten ‘T'yps existenzfaihig sein. 
Kine besondere Untersuchung, ob Porphyrine mit einer Gruppe 

i a 
C--S—CH, bzw. C—OCH, 
Fel rl 
isolierbar sind, soll durchgefiihrt werden. 

Im Anschlu8 an diese Versuche haben wir unternommen, 
Porphyrine, die zweimal die C - CH,-Gruppe im Molekil enthalten, 
zu gewinnen, denn es war ja durchaus die Méglichkeit vorhanden, 
daB solche Korper leichter zu synthetisieren wiiren als solche, 

15* 
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die das Phylloprinzip nur einmal im Molekil enthalten. Wir 
versuchten Porphyrine foleenden Typs (X11) zu gewinnen: 





H——CH, CH,—=H 
[H,C, | | | | C.H,] 
a -CH — 
NH N 
H,C-C C-CH, 
\ N NH / 
as — CH" 
| 
” C,H, - CH, 
XII 


wober ersichtlich ist, dab fiir die untere Halfte des Molekils das 
schon fiir viele Synthesen Verwendung gefundene 5,5’-Dibrom- 
3,3’-diiithvl-4,4’-dimethyl-pyrromethen-bromhydrat notwendig 
war, dagegen fiir die obere Hilfte das Methen aus 2-Athyl-4- 
methylpyrrol bzw. aus 2,3-Diithyl-d-methylpyrrol. Fir 2-Athyl- 
{!-methylpyrrol!) arbeiteten wir ein neues Verfahren durch Kon- 
densation von Jso-nitroso-aceton mit Dipropionylmethan nach 
Knorrs Methode aus, wobei 2-Athyl-5-propionyl-4-methylpyrrol 
resultierte. Der Propionylrest JaBt sich mit etwa 35°/jiger 
Schwefelsiure abspalten; es resultiert dann 2-Athyl-4-methyl- 
pyrrol, das mit Blausiiure-Chlorwasserstoff cinen schén krystalli- 
sierenden g-Aldehyd gibt, weleher mit 2-Athyl-4-methylpyrrol 
kondensiert, dann das gut krystallisicrende 5,3’-Dimethyl-5, 5’-di- 
iithyl-pyrromethen-bromhydrat gibt, em Methen, das auch aus 
2-Athyl-4-methylpyrrol mit Amcisensiiure-Bromwasserstoff in wb- 
licher Weise gewonnen werden kann und durch MNiesreiz aus- 
vezeichnet ist, wie die Mehrzahl der Methene mit freien Methin- 
sruppen.”) Das 2,3-Diithyl-4-methylpyrrol wurde nach H. Fischer 
und Putzer*®) erhalten und hieraus dann mit Ameisensidiure- 
Bromwasserstoff das  3,3’- Dimethyl-4,4’-5,5’-tetraathyl-pyrro- 
methen-bromhydrat gewonnen. Die beiden Methene wurden mit 
dem oben angegebenen Dibromkorper der Brenzweinsiiureschmelze 
unterworfen. Analog wie bei den Versuchen mit Helberger?) 
entstanden in beiden Fillen zwei Porphyrine, die durch Salzsiure- 
fraktionierung getrennt werden konnten. Das Porphyrin mit der 
niedrigeren Salzsiiurezahl (etwa 0,6) war spektroskopisch dem 
Phylloporphyrin sehr ahnlich, zeigte auch die Sulfonreaktion’). 


') H. Fischer u. Klarer, Liebigs Ann. 447, 59 (1926). 

*) H. Fischer, Ber. chem. Ges. 47, 3272 (1914). 

3) Ber. chem. Ges. 61, 1071 (1928). 4) Liebigs Ann. 480, 245 (1930). 
°) Dissertation E. Wiedemann, Technische Hochschule Miinchen 1929. 
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Die Analysen stimmten auch auf ein Porphyrin mit obiger Formu- 
lierung, aber die Ausbeute war so schlecht, dab eine eingehende 
Untersuchung nicht moéglich war. Im zweiten Fall war bei Ver- 
wendung des vierfach fithyherten Methens, bei dem also ein voll- 
kommen substitwertes Porphyrin auftreten muBbte, bemerkens- 
werterweise die Sulfonreaktion negativ. Es scheint also, daB die 
Sulfonreaktion eine freie Methingruppe voraussetzt und vielleicht 
eme Briickenbildung zwischen der Methylgruppe der Methin- 
sruppe und der freien /-Stellung im Phylloporphyrin darstellt, 
also vermutlich die analoge Gruppierung enthalt wie das Phyllo- 
erythrin'), nur daB an Stelle der Ketogruppe in der Athanon- 
briicke der Schwefel in oxydierter Form enthalten ist. Leider ist 
aber auch hier die Ausbeute an dem durch gute Krystallisations- 
fiihigkeit ausgezeichneten Porphyrin so gering, daB wir die niihere 
Untersuchung vorlaufig aufgegeben haben. 

Endlich haben wir uns noch mit Koproporphyrin LV?) des 
Naheren beschaftigt; der Schmelzpunkt des Tetramethylesters 
wurde etwas héher, zu 183—184° gefunden und Koproporphyrin IV 
zur Sicherung der Konstitution auf folaendem Wege (XIII) neu 
synthetisiert : 








S* CH, H,C ° 
: og = -CH=—=\_y'Br | 
| NH N-HBr! 
 NeHBr NH 
=a a -CH—— ~ “CH, H 
f | 
H,C.-8 eam 
XIII 


* § = CH,-CH,-COOl 


Der Ester des Porphyrins schmolz auch hier bei 183° und 
zeigte mit dem nach der alten Methode dargestellten keinerlei 
Depression. Koproporphyrin IV gibt ein Chlorhydrat, das zur 
Reinigung sehr geeignet ist. Das freie Koproporphyrin krystalli- 
siert in schénen, langen Nadeln, ebenso Kupfer- und Hisensalz. 
Koproporphyrin IV wurde mit Oleum in sein Rhodin twbergefiihrt, 
mit Diazomethan hieraus der prachtvoll krystallisierende Kopro- 
rhodinester IV vom Schmelzp. 183—154° erhalten, der mit dem 
Methylester des Koproporphyrin IV beim Misch-Schmelzpunkt 
1) H. Fischer, O. Moldenhauer u. O. Siis, A. 485, 6 (1931). 

*) Friihere Synthese: H. Fischer u. K. Morgenroth, Diese Z. 182, 265 
(1929). Diese Methode ist fiir die praparative Gewinnung das bessere Verfahren. 
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eine Depression auf 168° gab. Durch Oxydation des Kopropor- 
phyrins IV mit etwa 15°/,igem Wasserstoffsuperoxyd wurde ein 
Porphyrin erhalten, das im Gegensatz zum Koproporphyrin durch 
eine hohe Salzsiiurezahl (etwa 6) und einen typischen Streifen 
bei 644 ausgezeichnet ist. Diese Oxykérper!) sind interessant 
wegen ihrer Beziehungen zu den Chlorinen und Rhodinen?) aus 
Chlorophyll. Leider war die Ausbeute auch hier wieder so gering, 
daB die nahere Untersuchung zuriickgestellt werden muBbte. Ob 
durch Belichtung auch hier Chlorinbildung zu erzielen ist®), mubh 
noch untersucht werden. 


Versuche. 
3,3 - Dimethyl-4, 4’-dipropionsiure-methylester-5, 5 -dimethoxymethyl- 
pyrromethen-bromhydrat (Methoxykorper IJ). 

Man gibt zu 5¢ 3,3’-Dimethyl-4, 4’-dipropionsiure-5, 5’-di- 
brommethyl-pyrromethen-bromhydrat etwa 50 cem abs. Methyl- 
alkohol und kocht eine halbe Stunde unter RiickfluB. Die Loésung 
wird dann heif durch ein Faltenfilter filtriert und dann auf die 
Hilfte des Volumens eingeengt. Es scheidet sich der gelbe Korper 
in langen, verfilzten, feinen Nadeln aus. Man filtriert und wascht 
mit wenig Methylalkohol nach. Umkrystallisiert aus Methyl- 
alkohol und dann aus Chloroform—Ather. Spielend léslich in 
Chloroform, leicht ldslich in Aceton, ldslich in Methylalkohol, 
Benzol, Eisessig, schwer lislich in Ather. Schmelzp. 172—173°. 

5,369 mg Substanz gaben 10,585 mg CO,, 3,185 mg H,O. 


2,975 mg a »  0,159cem N (16°, 720 mm), 
8,100 mg % »  2,98mg AgBr. 
4,899 mg - » 870mg AgJ. 
C',,H;,0.N.Br 
Ber. C 53,78°/, H 6,489/, N 5,46°/, Br 15,57°/) OCH, 24,16°/, 
Gef. ,, 53,76 », 6,64 » 5,98 », 15,66 » 23,46 


Freie Base dieses Korpers. 

Man lést den gelben K6rper in moglichst wenig Methyl- 
alkohol heiB auf, gibt dazu etwas verdiinntes Ammoniak und kihlt 
sofort mit Eis-Kochsalzmischung. Dabei scheidet sich die freie 
Base meist zuerst schmierig aus. Nach einigem Stehen unter 
Kithlung und Reiben mit dem Glasstab tritt (besonders bei An- 
wendung von Impfkrystallen) Krystallisation ein. Man filtriert, 
wenn alles krystallisiert ist, ab, wischt mit wenig Methylalkohol 

4) H. Fischer, P. Halbig u. B.Walach, Liebigs Ann. 452, 291 (1927). 


2) H. Fischer, H.Gebhardtu.A. Rothhaas, LiebigsAnn. 482, 17(1930). 
3) H. Fischer u. W. Fréwis, Diese Z. 195, 73 (1931). 
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und krystallisiert sofort aus Methylalkohol um. Dabei ist sehr 
schnelles Arbeiten erforderlich, da die unreine, nicht umkrystalli- 
sierte Base sehr leicht wieder 6lig wird und dann nur mehr schwer 
zur Krystallisation gebracht werden kann, wihrend die reine 
umkrystallisierte Base wohl bestindig ist. Sehéne wiirfelformige 
Kxrystalle vom Schmelzp. 71°. Zur Analyse wurde im Hochvakuum 


getrocknet. 
4,289 mg Substanz gaben 10,073 mg CO,, 2,916 mg H,0O. 
5,105 mg ‘a » 0,318 ccm N (20°, 716 mm). 


5,400 mg - »  10,60mg AgJ. 
Cy3H3,0,N, Ber. C 63,86°/, H 7,46°/, N 6,48°/, OCH, 28,68°/, 
Gef. ,, 64,05 ,, 7,60 ,, 6,84 » —-:25, 93 
3,3 -Dimethyl-4, 4’-dipropionsadure-athylester-5, 5’-diathoxymethyl- 
pyrromethen-bromhydrat. 

Die Darstellung erfolgt analog der Gewinnung der Methoxy- 
verbindung, mit abs. Athylalkohol. Die Umsetzung mit Athyl- 
alkohol nimmt etwas lingere Zeit in Anspruch als die Umsetzung 
mit Methylalkohol. Aus Athylalkohol oder Chloroform—Ather um- 
krystallisiert, feine, verfilzte, gelbe Nadeln, die sich bei 182° 
zersetzen. 

4,103 mg Substanz gaben 8,455 mg CO,, 2,660mg H,0. 


3,095 mg " ,» 0,164ccem N (20°, 717 mm). 
5,545 mg ss » 1,875 mg AgBr. 
4,255 mg ” 5 6,82mg AgJ. 
C,,H,,0,N,Br 
Ber. C 56,949/, H 7,219/, N 4,92°/, Br 14,06°/, OCH; 31,63°/, 
Gef. ,, 56,23 3 tye ~» oe » 14,39 » 280,16 


Freie Base dieses Korpers. 

Man lést die Athoxyverbindung hei8 in Athylalkohol, gibt 
verdinntes Ammoniak zu und kihlt sogleich mit Eis—Kochsalz. 
Aus wenig Alkohol umkrystallisiert, erhalt man gelbe prismatische 
Stébchen vom Schmelzp. 56°. Zur Analyse wird im Hochvakuum 


cetrocknet. 
4,662 mg Substanz gaben 11,340 mg CO,, 3,380 mg H,0. 
4,660 mg ™ » 0,260cem N (21°, 716 mm). 
4,870 mg » 9,08mg AgJ. 


C.-H,,0,N, Ber. C 66,39°9/, H 8,19°/, N 5,74°/, OC,H; 36,88°/, 
Gef. ,, 66,34 ~~ One » 6,10 os ome 
3,8 -Dimethyl]-4, 4’- didthyl-5, 5’-dimethoxymethyl-pyrromethen- 
bromhydrat (Methoxykérper IY). 
Die Darstellung des 3,3’-Dimethyl-4,4’-diithyl-5,5’-dibrom- 
methyl-pyrromethen-bromhydrats erfolgt durch Verkochung von 
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Kryptopyrrol mit Ameisensiiure und 45° iger Bromwasserstoff- 
siure und Bromicrung des entstandenen Methens mit Brom in 
heiBem Eisessig.!) Zur Gewinnung der Methoxyverbindung wird 
mut Methylalkohol wie vorher beschrieben eine halbe Stunde ver- 
kocht, heif filtriert und aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
Schone, lange, gelbe, verfilzte Nadeln, die sich bei 178° zersetzen. 


5,01] mg Substanz gaben 10,530 mg CO,, 3,120 mg H,0. 


4,272 mg m » 0,269 ccm N (18°, 722 mm). 
4,445 mg " », 2,l5mg AgBr. 
4,400 mg ™ » 4,92 mg AgJ. 


C,H.,0,N,Br 
Ber. C 57,43°/, H 7,319/, N 7,05°9/, Br 20,15°/, OCH, 15,62°/, 
Gel. ., Sil 7,17 » 4008 »» 20,59 = 14,78 


Freie Base dieses Korpers. 


Man lost den Methoxykérper in heiSem Aceton und gibt 
verdiinntes Ammoniak zu. Es krystallisiert beim Abkuhlen sofort 
die freie Base aus. Aus Methvlalkohol umkrystallisiert, flache 
Prismen vom Schmelzp. 85°. 

4,307 mg Substanz gaben 11,440 mg CO,, 3,430 mg H,0. 

2,890 mg . » 0,231 ccm N (16°, 719 mm). 

CigH0.N. Ber. C 72,15%/, H 8,86%/, N 8,86°/, 
Gef. ,, 72,44 » 8,91 » 8,93 


3,3 -Dimethyl-4, 4’-diathyl-5, 5’-diathoxymethyl-pyrromethen- 

bromhydrat. 

Die Darstellung erfolgt analog dem Methoxykoérper durch 
Umsetzung des bromierten symmetrischen Kryptopyrrolmethens 
mit abs. Athylalkohol. Aus Alkohol umkrystallisiert gelbe Nadeln 
vom Zersetzungspunkt 180°. 


4,178 mg Substanz gaben 9,075 mg CO,, 2,920 mg H,0. 


4,045 mg - » 0,235ccem N (18°, 725 mm). 
5,135 mg i . 5,475 mg AgJ. 
7,346 mg " » 93) 220mg AgBr. 


Cy, Hy,;0,N.Br 
Ber. C 59,299), H 7,779), N 6,59°/, Br 18,82°/, OCH, 21,18°/, 
Gef. ,, 59,24 » ae », 6,50 »» 18,65 » 20,46 


Kupfersalz des Methoxykorpers II. 


Man lost den Methoxykorper IT hei in Methylalkohol und 
cibt dazu einige Tropfen ammoniakalischer Kupferacetatlésung. 


1) Liebigs Ann. 409, 79 (1927). 
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Nach kurzem Erwarmen auf dem Wasserbad scheidet sich das 
Kupfersalz aus. Man filtriert ab, wischt zuerst mit H,O, dann 
mit Eisessig und schhieBlich mit Ather. Man lést in sehr wenig 
Chloroform, filtriert und gibt wenig heiben Methvlalkohol zu. 
Schone, griine, rautenformige Krystalle vom Schmelzp. 114°. 
4,707 mg Substanz gaben 10,315 mg CO,, 2,945 mg H,O, 0,410 mg CuO. 
CygHg20,.N,Cu Ber. C 59,609), -H 6,75°/, Cu 6,86°/, 


iv 
Gef. ,, 59,77 vy Ce », 6,96 


Kupfersalz des Methoxykorpers IV. 

Die Darstellung geschieht wie eben beschrieben, aus dem 
Methoxykorper IV mit ammoniakalischer Kupferacetatlésung. Aus 
wenig Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert resultieren griine, 
rautenformige Krystalle vom Schmelzp. 168°. 

4,975 mg Substanz gaben 11,970 mg CO,, 3,285 mg H,O, 0,600 mg CuQ. 


C,,H;40,N,Cu Ber. C 65,70°/, H 7,84°/, Cu 9,16°%/, 
Gef. ,, 65,62 7539 , 9,63 


3,3 -Dimethyl-4, 4’-dipropionsdure-methylester-5, 5 -diathyl- 
merkaptomethyl-methenbromhydrat. 


Methoxykorper II wurde in Methylalkohol hei’ geldést, mit 
einem Uberschu8 von Athylmerkaptan versetzt und cine halbe 
Stunde auf 45—50° am Wasserbad erhitzt. Die Losung fiarbt 
sich nach Zugabe des Merkaptans griin. Nach Beendigung der 
Reaktion wird der Methylalkohol im Vakuum abgedampft. [Es 
bleibt die Merkaptoverbindung krystallisiert zuriick. Man kry- 
stallisiert aus Methylalkohol oder Aceton um und erhilt gelbgriine, 
schillernde, rechteckige blattchen vom Schmelzp. 186°. 

4,400 mg Substanz gaben 8,480 mg CO,, 2,950 mg H,0. 


2,910 mg ™ » 0,129 cem N (20°, 712 mm). 
8,425 mg - » 6,66mg BaSQ,. 
C,;H,,0,N,S,Br Ber. C 52,339/, H 6,51°/, N 4,899/, S 11,19%, 
Gef. ,, 52,56 » 6,59 »» 4,84 ., 10,86 


3,3 -Dimethyl-4, 4 '-dipropionsdure-methylester-5, 5 -dimethyl- 
merkaptomethyl-methen-bromhydrat. 
Methylmerkaptan wird dargestellt nach IF. Arndt!) durch 
Alkylierung von Thioharnstoff mit Dimethylsulfat und Behand- 
lung des Alkylierungsproduktes mit 5n-NaOH. Das entweichende 


1) Ber. chem. Ges. 54, 2236 (1921). 
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Methylmerkaptan wird in Methylalkohol aufgefangen. In die 
Merkaptanlésung wird der Methoxykorper II eingetragen und 
unter guter RickfluBkihlung am Wasserbad auf 40° erwarmt. 
Der Methylalkohol wird dann im Vakuum abgedampft und die 
zurickbleibenden Krystalle aus Methylalkohol umkrystallisiert. 
Schone, griinlichgelbe prismatische Stibchen, die bei 180° unter 
Zersetzung schmelzen. 
4,085 mg Substanz gaben 7,600 mg CO,, 2,300 mg H,0O. 


3,760 mg ” » 0,167 ccm N (19°, 719 mm). 
7,734 mg ss » 6,07 mg BaSO,. 


C'ysHy30,N,8,Br Ber. C 50,61%/, H 6,10°/) N 5,14%, S 11,7 
Gef. ,, 50,74 ,, 630 , 4,91  ,, 10,78 


3, 3’-Dimethyl-4, 4’-diathyl-5, 5 -di-athylmerkaptomethyl- 
methenbromhydrat. 
Die Darstellung erfolgt ganz analog aus Methoxykorper IV 
und Merkaptan. Rechteckige Blattchen vom Schmelzp. 184°. 


6,075 mg Substanz gaben 12,200 mg CO, und 3,820 mg H,0. 


3,165 mg - » 0,167 ccm N (20°, 717 mm). 
C,,H33N.5.Br Ber. C §5,12°/, H 7,28°/, N 6,13°/, 
Gef. ,, 54,77 3» 1,05 3» 0,80 


Schmelze der Merkaptoverbindung mit 4,4’-Dimethyl-3,3’-dipropion- 
siure-5, 5’-dibrom-pyrromethen-bromhydrat. 


Je 0,5 ¢ der Merkaptoverbindung und des Andersagschen 
Methens werden in 4¢ Bernsteinsiiure eine halbe Stunde auf 170 
bis 175° erhitzt. Die Schmelze wird in konz. Ammoniak gelost 
und in der tblichen Weise iiber Ather unter Zusatz von viel 
[ssigsiiure fraktioniert. Beim Ansiiuern der alkalischen Por- 
phyrinlésung tritt imtensiver Geruch nach Merkaptan auf. Es 
wird mit methylalkoholischer Salzsiure verestert. Der erhaltene 
Ester schmilzt bei 183° und gibt mit [Koproporphyrin-tetra- 
methylester keine Depression und ist auch spektroskopisch und der 
Salzsiurezahl nach mit Koproporphyrin IV vollig identisch. 


Kondensation des Methoxykorpers II mit 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol. 


Kin Mol des Methoxyk6rpers If wird in wenig Benzol geldst, 
dazu 2 Mol des Acetylkérpers ebenfalls in Benzollésung gegeben. 
Es tritt sofort ein Farbenumschlag der Lésung von Braungelb 
nach intensiv Rot auf. Man erhitzt noch eine halbe Stunde unter 
RickfluB am Wasserbad, wobei die Farbe der Lésung tief dunkel- 
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rot wird. Man filtriert heiB durch ein Faltenfilter. Nach einiger 
Zeit krystallisiert, besonders nach Zusatz von Ather, das Kon- 
densationsprodukt aus. Man filtriert ab, wischt mit Benzol und 
dann mit Ather. Umkrystallisiert aus Methylalkohol oder besser 
Chloroform-Ather erhilt man ziegelrote prismatische Stibchen 
vom Schmelzp. 204°. 

Spektrum in CHCI,: Streifen von 5380—490. 

Die Gmelinsche Reaktion ergibt eine Farbinderung von 
Gelb nach Griin, Blau, Violett, Rot, Hellrot, und schlieBlich 
Gelb. Wiahrend der griinen und blauen Phase tritt ein schwacher 
Streifen von 650—625 auf, in der violetten Phase kommen hinzu 
die sehr deutlich ausgebildeten Streifen ITI. 555... 502—481; 
III. 465—487. Reihenfolge der Intensitaét: III, I, I. 


4,715 mg Substanz gaben 10,590 mg CO,, 2,875 mg H,0. 


4,248 mg e » 0,249cem N (19°, 719 mm). 
7,700 mg a » 2,02 mg AgBr. 
5,440 mg * » 345mg AgJ. 
C3;H,,O.N,Br 
Ber. C 61,38°/, H 6,55°/, N 7,759/, Br 11,05°/, OCH, 8,57°/, 
Gef. ,, 61,26 », 6,82 »» 7,65 » ee » 8,38 


Freie Base dieses Korpers. 


Man ldst das Kondensationsprodukt in Methylalkohol, gibt 
im Uberschu8 verdiinntes Ammoniak hinzu und kiihlt sofort ab. 
Die freie Base fallt manchmal zuerst amorph aus, krystallisiert 
aber ber Kithlung und Reiben mit dem Glasstab schnell. Man 
krystallisiert aus Chloroform—Ather um und erhilt schéne gelbe 
Nadeln vom Schmelzp. 183°. Chloroform spielend ldslich. 


4,550 mg Substanz gaben 11,515 mg CO,, 2,995 mg H,0. 


4,198 mg ‘i = 0,331 com N (19°, 712 mm). 
4,885 mg - a 3,39 mg AgJ. 
Cy-HiO.N, Ber. C 69,11°/, H 7,22°/, N 8,72°/, OCH, 9,65°/, 
Gef. ,, 69,02 o» tye ,», 8,63 » 


Kondensation des Methoxykorpers IV mit 2,4-Dimethy]-3-acetylpyrrol. 


Man ldst ein Mol der Methoxyverbindung IV in Benzol und 
gibt dazu 2 Mol 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol. Es tritt sofort 
intensiv rote Farbung ein. Nach halbstiindigem Erhitzen auf dem 
Wasserbad wird heif filtriert und das Filtrat mit Ather versetzt. 
Das Kondensationsprodukt fangt sofort an auszukrystallisieren. 
Nach einigen Stunden wird abfiltriert, mit Benzol und Ather ge- 
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waschen und aus Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert. 
Ziegelrote, zu Drusen vereinigte Prismen vom Schmelzp. 242°. 

Spektrum in Chloroform: Streifen von 580—490. 

Die Gmelinsche Reaktion verliuft analog wie beim Konden- 
sationsprodukt mit Methoxykorper A. Es tritt Farbainderung von 
Hellrot nach Griin, Violett, Blau, Hellrot ein. Auch hier war in 
der violetten Phase ein deutliches Spektrum bemerkbar: IJ. 650 
bis 625; IT. 554... 508—484; III. 462—437. Reihenfolge der 
Intensitit: IIT, I, I. Der Streifen I verschwindet bald wihrend 
der blauen Phase; die Streifen II und III sind sehr deutlich 
sichtbar. 


5,043 mg Substanz gaben 11,96 mg CO,, 3,12 mg H,O. 


4,442 mg ‘ » 0,870 cem N (18°, 717 mm). 

3,890 mg ss 7 1,22mg AgBr. 

C,,H,,0.N,Br Ber. C 65,279), H 7,14°9/, N 9,239, Br 13,16%, 
Gef. ,, 64,69 » Bee » Opee » 13,35 


Die Substanz ist methoxylfret. 


Freie Base dieses Korpers. 


Man schlimmt in Methylalkohol auf und gibt verdiinntes 
Ammoniak zu. Die freie Base fillt sofort aus. Man filtriert ab, 
wiischt mit wenig 50°/jigem Methylalkohol und krystallisiert aus 
ziemlich viel Methylalkohol oder Chloroform-Ather um. In 
Chloroform im Gegensatz zur eben beschriebenen Base nicht 
leicht léslich. Schéne gelbe Nadeln vom Schmelzp. 206°. 

5,690 mg Substanz gaben 15,710 mg CO,, 4,150 mg H,0. 

3,970 mg - » 0,392 ccm N (20°, 716 mm). 

C',,H,,0.N, Ber. C 75,24°/, H 8,05°/, N 10,65°/, 
Gef. ,, 75,30 », 8,16 », 10,84 


Die Gmelinsche Reaktion verliuft wie beim Bromhydrat. 


Kondensation des Methoxykorpers II mit 2,3,4-Trimethylpyrrol. 

2,5 Methoxykorper IL werden in Benzol gelést und dazu 
1,2 ¢ Trimethylpyrrol in Benzol gegeben. Man erhitzt 20 Minuten 
am Wasserbad, dann wird hei filtriert und zum Filtrat Ather 
cegeben. Nach einiger Zeit fallt ein krystallisierter Korper aus. 
Man filtriert ab und wiischt mit Benzol. Aus Methylalkohol und 
aus Chloroform—Ather umkrystallisiert, resultieren gelbrote, feine 
Nadeln vom unscharfen Schmelzp. 168—172°. 

Spektrum in Chloroformlésung: Streifen bei 490. 
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Gmelins Reagens: Schneller Ubergang von Hellrot nach 
Grin, Violett und Gelb; in der violetten Phase Streifen bei 
etwa 600. 


4,360 mg Substanz gaben 9,855 mg CO,, 2,890 mg H,0. 


4,095 mg a » 0,818 cem N (20°, 714 mm). 
3,834 mg - . 2,480meg AgJ. 
C,,H,,O,N,Br Ber. C 62,94°/, H 7,10°/, N 8,40°/, OCH, 9,30°/, 
Gef. ,, 61,16 .. 6,96 .. 8,13 A 8,54 


Werte fiir 3,4,5,3'4'5’-Hexamethyl-methenbromhydrat (C,,H,,N,.Br 
(vgl. theoretischer Teil S. 217). 
Ber. C 58,219), H 6,85°/, N 9,069, OCH, 04. 
Freie Base: Sie wird mit Methylalkohol-Ammoniak erhalten 
und secbmilzt aus Chloroform—Ather umkrystallisiert bei 119—125°. 


~ 


4,475 mg Substanz gaben 11,990 mg CO,, 3,255 mg H,0. 


4,210 mg - » 2,l5meg AgJ. 
3,290 my ” » 0,304 cem N (17°, 725 mm). 
C35 HygNyOy Ber. C 71,67° 1) He 7,85° 0 N  9,56° 0 Ol Hy; 10,55° 0 
CGef. ., 73,07 »» 8,14 », 10,37 - 6,75 


~ 6 


Werte fiir die freie Base des 3,4,5,5',4’, 5’-Hexamethylpyvrromethens 
CisHy.Ng 
Ber. C 78,88°/, H 8,83°/, N 12,28°/, OCH. 0°/, 


Isolierung des 3,4,5,3 4'5'-Hexamethylpyrromethenbromhydrats. 


Man lost das Reaktionsprodukt in Benzol hei® auf und labt 
stehen. Sobald sich em Miederschlag gebildet hat, wird = ab- 
filtriert. Dies wird 6fters wiederholt und das Methenbromhydrat 
schlieBlich aus Chloroform—Ather umkrystallisiert. Schmelzp. 291°; 
Misch-Schmelzpunkt mit Methen vom Schmelzp. 297° gibt 294°. 

5,926 mg Substanz gaben 12,740 mg CO,, 3,575 mg H,0. 

C,;H.,N.Br Ber. C 58,21°, H 6,86°), 
Gef. ,, 58,63 »» 6,75 

Isolierung des Porphyrins: Die Benzollésung wird in Ather 
gegossen, mit 5°/yiger HCl ausgezogen, das Porphyrin iiber Ather- 
Salzsiure fraktioniert und schlieBlich verestert. Schmelzp. 145° 
(sehr unscharf). 

Spektrum: Mit JSoproporphyrin identisch. 


Kondensation von Methoxykorper II mit Kryptopyrrol. 

1 Mol Methoxykorper II und 2 Mol Kryptopyrrol werden in 
Benzollésung erwirmt, hei filtriert und zum Filtrat Ather ge- 
geben. Es resultiert ein in ziegelroten, parallelogrammférmigen 
Tafeln krystallisierender Koérper vom Schmelzp. 185° (unscharf). 
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4,885 mg Substanz gaben 11,210 mg CO,, 3,240 mg H,0. 


2,585 mg - - 0,200 com N (19°, 725 mm). 
6,906 mg " - 2,257 mg AgBr. 
4,189 mg “s mn 2,005 mg Ag.J. 


(y,H,,0,N,Br 
Ber. C 63,86°/, H 7,39°9/, N 8,069/, Br 11,49°/, OCH, 8,92°/, 
Gef. ,, 62,59 », 1,42 » 8,6¢ » 13,91 » 6,32 
Werte fiir 3,5,3’5’-Tetramethyl-4, 4’-diathyl-pyrromethen-bromhydrat : 
C,,H,,N.Br (vgl. theoretischer Teil S. 217). 
Ber. C 60,52°/, H 7,48°/, N 8,31°/, Br 23,71°/, OCH, 0°). 


Spr’ 


Isolierung des 3,5,3’5’-'l'etramethy|-4, 4’-diathyl-pyrromethen- 
bromhydrats: Wie beim Hexamethyl-methenbromhydrat _be- 
schrieben. Aus Chloroform—Ather umkrystallisiert Schmelzp. 245°; 
Misch-Schmelzpunkt mit auf andere Weise gewonnenem Methen- 
bromhydrat vom Schmelzp. 245° keine Depression. 


6,120 mg Substanz gaben 13,590 mg CO,, 3,945 mg H,0. 


C,-H,,N.Br Ber. C 60,52°/, H 7,48°/, 
Gef. .,, 60,56 P| 


Isolierung des Porphyrins: Wie bei der Reaktion mit Tri- 
methylpyrrol beschrieben. Es besitzt sehr niedrige Salzsiurezahl, 
ist in Natronlauge léslich und spektroskopisch mit Koproporphyrin 
identisch. 


Kondensation von Methoxykorper II mit Opsopyrrolcarbonsaure. 

2,5 ¢ Methoxykérper werden in Benzol gelést und heif mit 
1,5 g umkrystallisierter Opsosiiure in wenig Methylalkohol gelost, 
versetzt. Man lait tiber Nacht stehen und filtriert von dem aus- 
vefallenen amorphen Niederschlag ab. Der Niederschlag wird mit 
verdiinnter Salzsiure erwirmt und dann wird filtriert. Die salz- 
saure Lésung, die deutlich Porphyrinspektrum zeigt, wird neu- 
tralisiert und das Porphyrin in Ather getrieben. Es wird 6fters 
iiber Ather—Salzsiiure fraktioniert. SchlieBlich wird das Por- 
phyrin aus der salzsauren Lésung durch vorsichtige Zugabe von 
Natronlauge ausgefallt, im Exsiceator iiber Atzkali getrocknet 
und in der iiblichen Weise verestert. Nach fraktionierter Kry- 
stallisation resultiert ein Ester vom Schmelzp. 135° (aus der 
Mutterlauge) und ein Ester vom Schmelzp. 215°. Misch-Schmelz- 
punkt des Esters vom Schmelzp. 135° mit Kopro III-Kster vom 
Schmelzp. 185° ergibt keine Depression. Misch-Schmelzpunkt des 
Isters vom Schmelzp. 215° mit Kopro [-Ester vom Schmelzp. 245° 
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schmilzt bei 230°, starkes Sintern ab 225°. Spektroskopiseh sind 
die Porphyrine mit Koproporphyrin identisch. 
4,696 mg Substanz gaben 11,590 mg CO,, 2,790 mg H,0O. 


3,215 mg - 9 0,230 com N (16°, 716 mm). 
Cy H,y,O,N, Ber. C 67,57°/, H 6,53°/, = N 7,89, 
Gef. ,, 67,31 »» 6,65 » 1,96 


Kondensation von Methoxykorper II mit Opsopyrrol. 

1,5 g Methoxykorper II und 1 g Opsopyrrol werden in Benzol- 
losung kurze Zeit am Wasserbad erwiirmt. Die Benzollésung wird 
in viel Ather gegossen und mit Salzsiiure ausgeschiittelt. Die Salz- 
siure zeigt Porphyrinspektrum. Das Porphyrin wird 6fters iiber 
Ather—Salzsiure fraktioniert, und schlieBlich aus Ather krystalli- 
siert. Es ist in Natronlauge unldslich, besitzt die Salzsiiurezahl 3 
und ist spektroskopisch mit Atioporphyrin identisch. 

1,798 mg Substanz gaben 5,180 my CO,, 1,230 mg H,O. 


CyoH aN Ber. C 80,289/, H 8,01, 
Get. ,, 78,76 » 7,65 (niedrige Einwage!) 


Kondensation von Dipropionyimethan mit Isonitrosoaceton 
zu 2-Athyl-8-propionyl-4-methylpyrrol. 

26g wher das Kupfersalz gereinigtes 100°/,iges Dipropiony]- 
methan werden zu 14¢ Isonitrosoaceton in 120 cem Eisessig ge- 
lést gegeben. Nun wird unter Wasserkiihlung und Umriihren 
moéglichst schnell 80 g Zinkstaub bei einer Temperatur von 60 bis 
70° eingetragen. Dann wird noch eine halbe Stunde am Sandbad 
erhitzt; man gieBt in Eiswasser und filtriert nach 2stiindigem 
Stehen ab. Umkrystallisiert aus Alkohol lange, weibe Nadeln 
vom Schmelzp. 98°. Ehrlichsche Reaktion positiv. 

5,619 mg Substanz gaben 15,110 mg CO,, 4,505 mg H,0. 


3,455mg ,, 9 0,264 com N (17°, 725 mm). 
C,)H,,ON Ber. C 72,73°/, H 9,09°/, N 8,499/, 
Geof. ,,. 73,04 »» 8,97 »» 8,58 


2-Athyl-4-methylpyrrol. 
2-Athyl-3-propionyl-4-methylpyrrol wird mit einer Mischung 
von 8 Teilen Wasser und 5 Teilen konz. Schwefelsiiure 2 Stunden 
am siedenden Wasserbad erhitzt. Man neutralisiert dann unter 
guter Kiuhlung, mit Natronlauge, destilliert das Pyrrol mit 
Wasserdampf iiber und athert das Destillat aus. Nach Ver- 
dampfen des Athers wird im Vakuuim destilliert. Das entstandene 








939 Hans Fischer und Alfred Kiirzinger, 
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2-Athyl-4-methylpyrrol ist in jeder Hinsicht identisch mit dem 
von H. Fischer und Klarer!) aus 2-Athyl-3-propionyl-4-methyl- 
5-earbiithoxypyrrol gewonnenen 2-Athyl-4-methylpyrrol. Das 
Pikrat schmilzt bei 869 und gibt mit dem Pikrat des auf andere 
Weise erhaltenen Pyrrols keine Depression. 


2-Athyl-4-methyl-5-formylpyrrol. 

5g 2-Athyl-d-methylpyrrol werden in 50 cem abs. Ather ge- 
lost und dazu 5ecem wasserfreie Blausiiure gegeben. Man leitet 
bis zur Siittigunge trocknen Chlorwasserstoff ein und 1é8t dann 
iiher Nacht stehen. Das ausgeschiedene Iminchlorhydrat wird 
dann abfiltriert, sofort in wenig eiskaltem Wasser gelést und die 
Losung filtriert. Unter Eiskochsalzkiithlung wird dann mit NaOH 
neutralisiert. Da bei der Reaktion sehr leicht Methenbildung ein- 
tritt, ist der ausfallende Rohaldehyd meistens braun gefirbt. Bet 
der Umkrystallisation des Aldehyds aus Wasser oder Benzol oder 
Alkohol werden leicht Sehmieren erhalten. Deshalb wird der 
Rohaldehyd mit Petrolather emige Minuten am Wasserbad er- 
hitzt, von den ungelésten Verunreinigungen abfiltriert und das 
Miltrat stark cingeengt. Nach zweimaligem Umkrystallisieren er- 
hilt man schéne, weiBe prismenformige Nadeln vom Schmelzp. 66°. 


1,305 mg Substanz gaben 11,028 mg CO,, 2,946 mg H,0. 


2,935 mg - - 0,279 cem N (16°, 716 mm). 
CH,ON — Ber. © 70,049), He 8,099), = N_ 10,22°/, 
Cef. ., 69,86 .. 7,66 ., 10,58 


3,3 -Dimethyl-5, 5 -diathyl-pyrromethen-bromhydrat. 


Aquimolekulare Mengen 2-Athyl-4-methyl-5-formylpyrrol und 
2-Athyl-4-methylpyrrol werden in Alkohol gelést und mit 48°/jiger 
Bromwasserstoffsiiure versetzt. Nach kurzer Zeit krystallisiert 
das Methenbromhydrat aus. 

Zur Darstellung des Methens kann man auch 2-Athyl- 
4-methylpyrrol in Ameisensiure gelést mit 48°/,iger Bromwasser- 
stoffsiiure versetzen und am Wasserbad kurze Zeit erhitzen. Das 
Methen wird mit Eisessig und Ather gewaschen und aus Lisessig 
oder Chloroform—Ather umkrystallisiert. Ziegelrote abgerundete 
Stibehen vom Schmelzp. 202°. 

5,320 mg Substanz gaben 11,380 mg CO,, 3,230 mg H,0. 


7,630 mg bi - 4,605 mg AgBr. 
3,465 mg ” - 0,294 cem N (21°, 715 mm). 


') Liebigs Ann. 447, 59 (1926). 
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C,;H.,N,Br Ber. C 58,23), -H 6,859, N 9,06, Br : 
Gef.,, 58,34 » 6.79 9,27 


3,3 -Dimethyl-4, 5, 4’5'-tetraathyl-pyrromethen-bromhydrat.') 

Man lost das 2,3-Diathyl-4-methylpvrrol in wenig Ameisen- 
siiure, gibt 48°/jige Bromwasserstoffsiure hinzu und erhitzt einige 
Zeit am Wasserbad. Schon in der Hitze fiingt das Methen an 
auszukrystallisieren. Nach emigem Stehen wird abfiltriert, mit 
Kisessig und Ather gewaschen. Aus Eisessig umkrystallisiert 
prismatische Staébchen, die ber 190° schmelzen. 


4,900 mg Substanz gaben 11,265 mg CO,, 3,460 mg H,O. 


4,180 mg ey is 0,302 com N (17°, 709 mm). 
6,818 mg - ‘a 3.46 mg AgBr. 
(pHa NoBr Ber. (© 62,45°/, H 8,009), N 7,67°/, Br 21,89°,, 
Gef. ,, 62,70 » 7,90 o- tue »» 2180 


Porphyrin aus 3,3'-Dimethyl-5,5 -diathyl-pyrromethen-bromhydrat und 

3,3 -diathyl-4, 4’-dimethyl-5, 5’-dibrom-pyrromethen-bromhydrat. 

Man erhitzt im Olbad 8 ¢ Brenzweinsiiure auf 135° und triigt 
hei dieser Temperatur je 2¢ der beiden Methene innig gemiseht 
allmahlich em. Die ersten 10 Minuten liBt man die Temperatur 
bei 135°, steigert dann bis auf 140° und halt schheBlch kurze 
Zeit auf 150°. Nach emer halben Stunde ist die Bromwasser- 
stoffentwicklung zum = grobten Teil beendet. Dann wird die 
Schmelze hei® in Pyridin gelést, die Pyridinlésung vorsichtig in 
heibe, 10°/,ige HCl] eingegossen und am Babotrichter eimige Zeit 
erwirmt. Man laBt erkalten und filtriert. Das gelbrot gefirbte 
Filtrat enthalt Porphyrin neben groBen Mengen anderer Reaktions- 
produkte. Es laBt schwach das Porphyrinspektrum erkennen, Es 
wird in einen 5-Liter-Scheidetrichter gegeben und mit verdiinnter 
NaOH bis zur alkalischen Reaktion versetzt: durch Ansiéiuern mit 
viel Kisessig wird in Ather getrieben. Die Farbe und das undeut- 
liche Spektrum der atherischen Losung lassen erkennen, dab 
auch im Ather noch viel Verunreinigungen enthalten sind. Die 
‘itherische Lésung wird nun mit Wasser gewaschen. Man gibt 
zur Vermeidung der sonst leicht auftretenden Porphyrinverluste 
4—5mal Wasser zu, ohne umzuschiitteln; erst dann darf mit 


') Dieses Methen wurde gleichzeitig von H. Fischer und Weich- 
mann aus auf andere Weise gewonnenem 2,3-Diathyl-4-methylpyrrol dar- 
gestellt. 
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Wasser yveschuttelt werden, wobei das Waschwasser immer 
spektroskopisch auf Porphyringehalt zu prifen ist. Zur Ent- 
fernung des Methens muB8B oft tiber Ather—Salzsiure fraktioniert 
werden. Wenn die atherische Losung einigermaBen rein ist und 
das Porphyrinspektrum deutlich erkennen Jit, wird mit 1°/siger 
Salzsiiure geschittelt. Im Ather bleibt dann ein Porphyrin zu- 
ruck, das mit 8°/jiger HCl ausgezogen werden kann. In der 
1°/jigen HCl befindet sich das neue Porphyrin. Dies wird noch 
einige Male iiber Ather—1°/,ige HCl fraktioniert. Die Salzsiure- 
losung des Porphyrins ist schén blaurot. Zuletzt wird die athe- 
rische Loésung des Porphyrins gut mit Wasser gewaschen, ohne 
Verwendung von Natriumsulfat durch Stehenlassen und Fil- 
trieren groBtenteils vom Wasser befreit und schlieBlich der Ather 
bis auf ein kleines Volumen abgedampft. Das Porphyrin kry- 
stallisiert aus Ather in sehr schénen, blau glinzenden, scharf ab- 
veschrigten Prismen, die bis 800° nicht schmelzen. Das Por- 
phyrin wird mit Kisessig und dann mit Ather gewaschen. Die 
Ausbeute betrigt etwa 10mg. Zur Analyse wurde bei 120° im 
Vakuum getrocknet. 
4,130 mg Substanz gaben 11,850 mg CO,, 2,725 mg H,O. 


1,890 mg 7 7 0,207 com N (15°, 716 mm). 
C,,H,,N, Ber. C 79,95°/, H 7,61°/, N 12,44°/, 
Gef. ,, 79,53 » 7,41 me | 
Spektrum in Eisessig—Ather: 
I. 632,1—626,9; II. 592,38 ... Max. gem. 578,0 ... 561,0; 





629,5 
IIL. 546,2—532,5; IV. 518,5—488,5; E.-Abs. 448,5. 
539,4 503,5 

Reihenfolge der Intensitét: IV, LU, I], I. 

Sulfonsiurereaktion: Das Porphyrin wird in Oleum gelost, 
auf Kis gegossen und in Ather getrieben. Spektrum in Eisessig- 
Ather: 

I. 638,2—633,2; II. 594,0—573,0; III. 554,4—543,3; IV. 524,9—490,8. 

635,7 583,5 548,8 507,8 

Intensitaét: LI, IV, III, I. 























Porphyrin aus 3,3'-Dimethyl-4,5,4’5’-tetraathyl-pyrromethenbromhydrat 
und 3,3 -Diathyl-4, 4’-dimethyl-5, 5’-dibrom-pyrromethen-bromhydrat. 
Man schmilzt die beiden Methene wie eben beschrieben zu- 
sammen. Die Aufarbeitung des Porphyrins erfolgt in genau der- 
selben Weise. Vom Atioporphyrin wird durch Schiitteln der 
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aitherischen Lésung mit 1°/jiger HCl getrennt. Dabei bleibt das 
Atioporphyrin in Ather, wihrend das neue Porphyrin in die Salz- 
séure geht. Das Porphyrin krystallisiert aus Ather in feinen, 
langen, roten Nadeln. Zur Analyse wurde bei 120° im Vakuum 
getrocknet. Die Sulfonsiurereaktion ist negativ. 

5,510 mg Substanz gaben 16,195 mg CO,, 4,000 mg H,O. 











2,785 mg - ‘i 0,282 com N (18°, 725 mm). 

CysHyN ‘Ber. C 80,58%/, H 8,36), N_11,079/, 
Gef. ,, 80,16 » 8,12 »» 11,33 
Spektrum in Eisessig—Ather: 
I. 637,4—629,4; II. 599,0 ... Max. gem. 585,5 ... 572,8; 
633,4 
Il. 551,0—538,2; IV. 526,0 ... 522,0—497,2 ... 491,4; E.-Abs. 447,5, 

544,6 509,6 


Reihenfolge der Intensitét: IV, II, II, I. 
Spektrum in Pyridin: 











I. 639,6—629,0; II. 6014... Max. gem. 586,8 ... 573,8; 
-634,3 
III. 555,7—541,0; IV. 530,2—491,6; E.-Abs. 449,2. 
548,3 510,9 


Reihenfolge der Intensitat: IV, II, III, I. 
Spektrum in Salzsaure 5°/ jig. 
I. 632,4—615,7; Ll. 587,2—552,9; Ill. (sehr schwach) 535,0—526,2; 
624,0 570,0 530,6 
E.-Abs. (scharf) 448,8. 
Reihenfolge der Intensitat: LI, I (III). 











Koproporphyrin IV. 


Zur Darstellung des Koproporphyrins IV benétigt man 3,3’-Di- 
inethyl-4, 4’-dipropionsiure-5, 5’-dibrom-methyl-pyrromethen-brom- 
hydrat*) als erste und 4,4’-Dimethyl-3,3’-dipropionsaure-5, 5’-di- 
brom-pyrromethen-bromhydrat*) als zweite Komponente. Bei der 
Darstellung des letzteren Methens erwiesen sich folgende Ab- 
ainderungen als sehr zweckmafig: 

Zur Verkochung des 2-Brommethyl-3-propionsdéure-4-methy]- 
5-carbithoxypyrrols wurden 50g des Bromkoérpers in 110 cem 
Methylalkohol gelést, 2 Stunden am Wasserbad unter RuckfluB 
gekocht, dann zur Krystallisation mit Kiswasser gekihlt, nach 
einigen Stunden abfiltriert und mit wenig Methylalkohol ge- 


1) Liebigs Ann. 466, 165 (1928). 
2) Liebigs Ann. 458, 135 (1927); 450, 217 (1926). 
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waschen. Zur Verseifung des Diearbiithoxymethans lést man 
30 ¢ des Methans in heiBem Sprit, gibt 150 cem 20°/,ige NaOH 
zuound kocht ber Wasserbadtemperatur ohne RiuekfluB zwei 
Stunden. Dann wird mit 10°/,iger Salzsiiure ausgefallt, abfiltriert, 
mit Wasser siiurefrei gewaschen und im Exsiceator neben Atzkali 
vetrocknet.. Zur Bromierung werden 2 ¢ des Dicarbonsiuremethans 
in S—1O0cem Ameisensdiure aufgeschlimmt. dazu ber emer Tem- 
peratur von 40-—50° 0,8 cem Brom gegeben und eimige Stunden 
in Exsiceator stehen gelassen; dann gibt man etwas Kisessig zu, 
filtriert uber gehirteten Filter ab und wiischt mit wenig Hisessig 
und abs. Ather. 

Zur Porphyrinschimelze werden in einem 100 ¢em Rundkolben 
30 ¢ Methylbernsteinsiiure im Olbad auf 150—160° erhitzt. Dann 
trigt man das Gemisch von je 7,5 ¢@ der beiden Methene ein. Es 
heginnt bald cine stiirmische Bromwasserstoffentwicklung. Man 
halt eme Stunde auf Temperatur. Die Schmelze wird warm in 
Ammoniak gelost, die Losung dann verdiinnt und das Porphyrin 
dureh Zugabe von Essigsdure ausgefallt. Der Niedersehlag wird 
abfiltriert und = vorsichtig mit Wasser gewaschen, dann einige 
Male mit 10° jiger Salzsiiure ausgekocht. Aus den salzsauren 
Auszugen wird das Porphyrin dureh = vorsichtige Zugabe von 
NaOH ausgefallt. Man fuhrt die L6sung des Niedersehlags in 
Salzsiiure und das Ausflocken mit) Natronlauge 4—d5mal durch. 
Die zuletzt erhaltene Fallune enthalt noch etwa 10°/, an Ver- 
unreinigungen. Nun wird im Exsiceator iiber Atzkali getrocknet. 
mit methvlalkoholischer Salzsiure verestert und der Ester in der 
iiblichen Weise mit Chloroform aufgearbeitet. Man krystallisiert 
den Ester aus Chloroform—Methyvlalkohol um und erhalt nach 
dreimaligem Uimkrystallsieren) reinen  WKoproporphyrin-1V-tetra- 
methylester vom Sehmelzp. 1883—184°. 





Koproporphyrin IV 
aus Hamosauremethen und bromiertem Opsosauremethen. 


Je OB @ 3.3'-Dimethyl-4,4’-dipropionsiure-5, 5’-dibrompyrro- 


methen-bromhydrat und 3.3’-Dipropionsiiure-4,5, 4’ 5’-tetramethyl- 
pyrromethen-bromhydrat werden in 3 g¢ Bernsteimsiure eine halbe 
Stunde auf 175° erhitzt. Nach Beendigung der Bromwasserstoff- 
entwicklung wird die Sehmelze in Pyridin gel6ést, die Pyridin- 
ldsung in viel Ather gegossen und mit etwa 10°/,iger Salzséure 
ausgeschittelt. Das Porphyrin ist in der Salzsiure enthalten. 
Man fraktionicrt mehrmals wber Ather—Salzsiure, wobei man 
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die salzsaure Porphyrinldsung alkalisch macht und dureh Zugabe 
von viel Essigsiiure das Porphyrin in den Ather treibt. Der 
Ather wird schlieBlich abdestilliert, der amorphe Riekstand im 
Exsiceator tiber Atzkali getrocknet und in der itblichen Weise 
das Porphyrin verestert. Der Schmelzpunkt des Esters hegt bei 
183° und gibt mit auf andere Weise erhaltenem Koproporphyrin- 
tetramethylester IV keine Depression. Auch spektroskopiseh ist 
das Porphyrin mit Koproporphyrin vollig identisch. 


4,720 mg Substanz gaben 11,720 mg CO,, 2,735 mg H,0O. 


C'4)HyO.N, Ber. C 67,57°/, H 6,53°/, 
Gef. ,, 67,72 . 648 


Koproporphyrin-chlorhydrat IV. 

Man lést Koproporphyrin IV in konz. Salzsiiure, kocht einige 
Zeit und dampft dann am Wasserbad zur Trockene em. Der 
Rickstand wird in konz. Salzsiure aufgenommen und nochmals 
abgedampft. Reimes lsoproporphyrin-chlorhydrat bleibt) zurtick. 
Dieses wird zum Umkrystallisieren in konz. Salzsiure gelést und 
die Salzsiure dann bis auf einen Gehalt von 15°/, verdunnt. 
Nach einiger Zeit wird abfiltriert und mit verdiinnter Salzsiiure 
gewaschen. Schmelzp. 285°. 


3,150 mg Substanz gaben 0,214 com N (21°, 723 mm). 


7,849 mg “s » 313mg AgCl. 
C,,H,,0,N,Cl. Ber. N 7,70°/, Cl 9,77°/, 
Gef. ,, 7,49 » 9,87 


Freies Koproporphyrin IV. 

Man loést das Chlorhydrat in Pyridin, erwarmt einige Zeit 
am Wasserbad, gibt dann so viel 50°/jige Essigsiure zu, bis die 
Losung sich eben zu triiben beginnt und erwirmt dann nochmals, 
bis die Loésung wieder klar ist. Nach lingerem Stehen scheidet 
sich das freie Porphyrin krystallisiert aus. Man lést die ab- 
filtrierten und mit EHisessig gewaschenen Krystalle im Pyridin, 
filtriert, gibt heiBb Eisessig zu und Jibt auskrystallisieren. [ts 
resultieren schéne, lange, blaurote Nadeln, die bis 300° nicht 
schmelzen. Leicht lésheh in Pyridin und Chloroform, schwer 
loslich in Eisessig. 

4,777 mg Substanz gaben 10.695 mg CO,, 3,460 mg H,0O. 

3,483 mg as sas 0,279 cem N (18°, 719 mm). 

C5gH3,O.Nq Ber. C 66,02°/, H 5,85°/, N 8,56°/, 
Gef. ,, 65,42 », 9,67 ~~ eae 
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Hamin von freiem Koproporphyrin IV. 


Man lést das freie Porphyrin in heiBem Kisessig, gibt dazu 
gesittigte, frisch bereitete Ferroacetatlésung und etwas Kochsalz, 
erwirmt einige Zeit am Wasserbad und 1aé8t dann wher Nacht 
stehen. 

Noch besser geht man bei der Darstellung des Himins vom 
Porphyrinchlorhydrat aus, das man (ohne Kochsalzzusatz) mit 
Ferroacetatlésung versetzt. Aus Eisessig umkrystallisiert kleine 
blauschwarze Nadeln vom Schmelzp. 300°. 

4,124 mg Substanz gaben 8,770 mg CO,, 1,895 mg H,O, 0,441 mg Fe,0,. 


CygHsg0,N,FeCl Ber. C 58,099/, HH 4,88°/, Fe 7,51°/, 
Gef. ,, 58,00 » 5,14 » 7,48 


Hamochromogenspektrum: 
I. 557,4—540,2; II. 526,5— Maximum (gemessen) 518,5—497,8; 
§48,8 
K.-Abs. 437,0. 





Kupfersalz des freien Koproporphyrins IV. 


Man lost das freie Koproporphyrin IV in Pyridin und gibt 
bei Wasserbadtemperatur eine Lésung von Kupferacetat in Kis- 
essig zu. Nach kurzer Zeit scheidet sich das Kupfersalz krystalli- 
siert aus. Man filtriert, waischt gut mit Misessig und dann mit 
Ather und krystallisiert aus Pyridin—Kisessig um. Sehr feine 
Nadeln. Léslich in Pyridin, unldéslich in Chloroform. 

4,687 mg Substanz gaben 10,370 mg CO,, 2,120 mg H,0, 0,495 mg CuO, 

3,855 mg ‘ - 0,269 com N (17°, 725 mm). 

CogHy,0,N,Cu Ber. C 60,34°/, H 5,07%/) N 7,829, Cu 8,88°/, 
Gef. ,, 60,34 »» 5,06 » tee », 8,44 
Spektrum in Pyridin: 
I. 577,9—548,2; II. 542,4—512,1; E. Abs. 435,6. 
563,0 527,2 
Reihenfolge der Intensitat: I, II. 








Rhodin von Koproporphyrin IV. 


0,50 ¢ Koproporphyrinester IV werden in 20ccm_ konz. 
Schwefelsiure gelést und dazu nach Auflésung 30 cem Oleum ge- 
geben. Die Farbe geht von Dunkelblau nach Blaugriin iber. 
Sobald das Porphyrinspektrum verschwunden ist, gieBt man auf 
Fis. Man treibt nun das Rhodin mit Ammoniak in Ather. Es 
wird 8—4mal iiber Ather—-Salzsiiure fraktioniert, wobei ziemlich 
eroBe Mengen Ather nétig sind, da das Rhodin in Ather ziemlich 
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schwer léslich ist. Dabei ist ein lingeres Stehen des Rhodins in 
Salzsiure zu vermeiden, da sich das Rhodin in salzsaurer Losung 
leicht zersetzt. SchlieBlich wird die atherische Lésung des Rho- 
dins gut mit Wasser gewaschen, mit wenig Natriumsulfat ge- 
trocknet und bis auf ein Volumen von ungefihr einem Liter ab- 
gedampft. Nach eintégigem Stehen ist das Rhodin gréBtenteils 
krvstallisiert ausgefallen. Zur Analyse wurde verestert: 

Man lést das Rhodin in Aceton, gibt dazu frisch bereitete 
Diazomethanlésung in Aceton und JaBt iber Nacht stehen. Dann 
versetzt man mit Methylalkohol. Nach einiger Zeit fallt der 
{ster krystallisiert aus. Es wird abfiltriert und mit Methylalkohol 
und Ather gewaschen. Aus Aceton—Methylalkohol umkrystallisiert 
resultieren sehr schén ausgebildete, blaue, wetzsteinformige Kry- 
stalle vom Schmelzp. 188—184°. Misch-Schmelzpunkt mit Kopro- 
porphyrin-tetramethylester IV vom Schmelzp. 1883—184° ergah 
Depression auf 168—170°. 


5,281 mg Substanz geben 13,285 mg CO,, 2,925mg H,O. 


2,980 mg “ a 0,225 com N (16°, 720 mm). 
4,703 mg ” ‘ 4,41 mg AgJ. 
C,,H,,0,N, Ber. C 68,999/, H 6,249/, N 8,26°9/, OCH, 13,72°%/, 
Gef. ,, 68,61 » 6,19 »» 98,04 - 14,30 


Spektrum in Aceton: 
I. 646,5—625,2; II. 595,1—575,0; III. 556,1—537,5; IV. 525,5—494,3; 
635,8 585,1 546,8 509.9 
E.-Abs. 462,7. 
Reihenfolge der Intensitét: I, IV, III, II. 














Oxydation des Koproporphyrins IV mit Wasserstoffsuperoxyd. 


0,1 g¢ Koproporphyrinester IV werden in 15¢em_ konz. 
Schwefelsiure gelést und dazu vorsichtig unter Kihlung die 
Mischung von 0,2 cem ePerhydrol und 0,2 cem Wasser gegeben. 
Man laBt bei 25—30° ungefahr 10 Minuten stehen, gieBt dann auf 
Eis und treibt durch Verdiinnen mit Wasser in Ather. Der Ather 
wird zur Entfernung des unverinderten Koproporphyrins mit 
1°/,iger Salzsiure einige Male ausgeschiittelt. Das oxydierte Por- 
phyrin wird dann mit 7°/,iger Salzsiiure aus dem Ather gezogen 
und nochmals iiber Ather—Salzsiure fraktioniert. Infolge schlechter 
Ausbeute muBte auf eine Analyse verzichtet werden. Salzsiiure- 
zahl 6. 
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Spektrum in Ather: 

649,7—638,0; Il. 624,7—621,4; LIT. 599.4 ... Maximum (gemessen ) 
643,9 623,1 

585,7 . . . 570,0—567,0; IV. 553,2 .. . 541,0 








633.0 ... GBB2: V. S143... 
568.5 537,0 
511,0—496,0; E.-Abs. 435,0. 
503,5 
Reihenfolge der Intensitat: I, V, IV, ILI, Il. 
Spektrum in 5°/,iger HCl: 




















70° 
1. 627,2—616,3; LI. sehr schwacher Streifen 599,0—587,7; LI. 577,8 . 
621,8 593,4 


557,3—543,8; E.-Abs. 428,0. 





550.6 
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I. Einleitung. 


Die Anschauungen iiber die Natur des carcinogenen Agens 
des Rousschen Hiihnersarkoms sind recht mannigfaltig. Einige 
Forscher halten das Agens fiir ein invisibles lebendes Virus, 
andere nehmen an, daB es eine Substanz (Wuchsstoffe, Reizstoffe) 
sei, die auf Grund ihrer Wirkung den Enzymen (Wuchsenzym, 
Malignititsferment) oder Hormonen (Nekrohormone, Desmone, 
Blastine) beizuzihlen wire. Vielfach ist auch die Parallelitiit 
betont worden, die zwischen dem carcinogenen Agens und dem 
lytischen Agens des Twort-d’Hérelleschen Phiinomens besteht. 
Die Mannigfaltigkeit der Anschauungen zeigt, daB das bis jetzt 
bekannte experimentelle Material nicht ausreicht, um die Berech- 
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tigung der ein oder anderen Anschauung zu erweisen, Infolge- 
dessen ist jeder weitere Beitrag zur Kenntnis des carcinogenen 
Agens von Wert. 

Wir sind nun seit liingerer Zeit mit Versuchen beschiftigt, 
die auf die Reinigung des Agens des Hiihnersarkoms abzielen. 
Im folgenden mégen die bisher erhaltenen Ergebnisse dieser 
Versuche mitgeteilt werden. 

Es lag nahe, zur Reinigung eines so labilen Stoffes, wie es 
das carcinogene Agens ohne Zweifel ist, sich der von R. Will- 
stitter und seiner Schule ausgearbeiteten Adsorptionsmethode 
zu bedienen. Die Priifung des Adsorptionsverhaltens des Agens 
kann sich vorerst nur auf das des Hiihnersarkoms von P. Rous 
erstrecken, da nur diesem das Agens in wirksamer Form durch 
Wasser entzogen werden kann!), und der keim- sowie zellfrei 
filtrierte Auszug?) beim Hubn mit guter Impfausbeute Sarkom 
derselben Art erzeugt. 

Wenn wir eine Reinigung des Agens mit Methoden der pripa- 
rativen Chemie anstreben, dann machen wir die Annahme, da8 
das Agens ein Stoffindividuum von unbekannter chemischer Higen- 
art ist, von dem eine gewisse, bestimmbare Stoffmenge zur Er- 
zeugung eines Sarkoms notig ist. Wir denken dabei weniger an einen 
Stoff mit enzymatischer Kigenschaft, als an eine Substanz, die 
teils hemmend, teils aktivierend in die enzymatischen Abliaufe 
undifferenzierter Mesenchymzellen eingreift. 

Die Versuche, iiber die wir im folgenden berichten werden, 
machen keinen Anspruch auf Vollstaindigkeit; sie sind lediglich als 
Vorversuche in der Richtung zu bewerten, die wir im vorhergehenden 
allgemein gekennzeichnet haben, Unsere nichste Aufgabe muB 
es sein, eine Methode zur méglichst genauen Bestimmung der Menge 
des Agens auszuarbeiten und die Gewinnung geeigneten Ausgangs- 


1) Ich habe mich bemiht, aus Sarkom und Carcinom der Maus mit 
wiiBrigen und glycerinhaltigen Mitteln wirksame zell- und keimfrei filtrierte 
Ausziige darzustellen. Die Priifung der Lésungen, die Herr Prof. W. Cas- 
pari durchfihrte, haben bisher zu Ergebnissen gefiihrt, die noch nicht 
geniigen, um dariiber zu entscheiden, ob diesen Tumoren ein geschwulst- 
erzeugendes Agens entzogen werden kann. E. Maschmann. 





2) Die Frage, ob wiaBrige, durch Berkefeldkerzen filtrierte Ausziige zell- 
frei sind, ist oft diskutiert worden. Ob die wenigen Zellen, die O. Teutsch- 
linder und W. Nakahara in Filtraten nachgewiesen haben, geniigen, um 
Sarkom durch die celluliire Form der Ubertragung zu erzeugen, scheint 
nach Untersuchungen von E. Frinkel sehr fraglich zu sein. Man vgl. 
W. Caspari in Kolle-Kraus-Uhlenhuth, Handbuch d. pathogenen 
Mikroorganismen, 3. Aufl., Berlin 1929, Bd. I, S, 1244. 
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materials zu sichern. Sind diese beiden unerlaBlichen Voraus- 
setzungen erfillt, so scheint eine Reinigung des Agens des Hihner- 
sarkoms mit Hilfe des Adsorptionsverfahrens, wie aus unseren 
Versuchsergebnissen hervorgeht, méglich zu sein. 


Fiir die Anregung zu dieser Arbeit hat der eine von uns 
(KE. M.) Herrn Geheimrat W. Kolle und Herrn Prof. W. Caspari 
ergebenst zu danken. 


II. Uber die Auswertung agenshaltiger Losungen und Praparate. 
Das Agens des Hiithnersarkoms kann nur dann isoliert werden, 
wenn man es im Ausgangsmaterial, in den erhaltenen Lésungen 
und Praparaten nicht nur qualitativ mit Sicherheit nachweisen, 
sondern seine Menge messen oder wenigstens mit einiger Genauig- 
keit schaitzen kann. Bis jetzt hat man das Agens nur qualitativ 
nachgewlesen. Ob dessen Menge wirklich meBbar ist, wurde bisher 
experimentell noch nicht untersucht. Den in dieser Richtung von 
uns unternommenen Versuchen stellten sich jedoch groBe Schwierig- 
keiten entgegen. Hier Aufklirung zu schaffen, muB eingehendem 
Studium vorbehalten bleiben. Wir muBten uns daher bei den 
folgenden Versuchen darauf beschrianken, das Agens in den dar- 
gestellten Lésungen und Priparaten qualitativ nachzuweisen. 

Ks seien nun die Faktoren, die von EinfluB auf die Wirk- 
samkeit des Agens sein kénnen, kurz besprochen. 

Die Bestimmungsmethode kann vorerst nur auf die carcinogene 
Wirksamkeit des Agens gegriindet werden. Zur Bestimmung der 
Menge des Agens bedarf man einer willkiirlich festzusetzenden 
MaBbeinheit, die wir als ,,Agenseinheit* bezeichnen wollen. Diese 
ist gleich der Menge, die in einem bestimmten Prozentsatz Sarkom 
erzeugt, an dem das Huhn bis zu einem bestimmten Tag eingeht. 
Als MaB fiir die Konzentration des Agens in den Praparaten 
(Reinheitsgrad) diene der ,Agenswert“, der bestimmt wird durch 
die Anzahl der ,,Agenseinheiten“ in einer bestimmten Gewichts- 
menge des Praparats. 

Vor allem gilt es die Beziehung zwischen Menge und Wirkung 
des Agens zu klaren. Die Wirkung ist weitgehend abhingig von 
Faktoren, die wir nur zum Teil variieren kénnen. Von diesen 
sind zu nennen: die Konzentration der Wasserstoffionen und der 
Verdiinnungsgrad der Lisung, der Lésungszustand des Agens und die 
begleitenden Substanzen. Uber den HinfluB des p,, auf die Wirksam- 
keit gehen die Meinungen auseinander. Wihrend EK. Harde’) aus 





1) C. r. Soe. Biol. 94, 1346 (1926). 








244 Ernst Maschmann und Bruno Albrecht, 


seinen Versuchen schlieBt, daB schwach saure Loésungen besser 
wirken, behaupten 8S. L. Baker und Mac Intosh!’) dies von al- 
kalischen Loésungen (p,,8—9) und geben an, daB bei p,, 6 die 
Wirksamkeit erlischt.*) Dagegen haben M.R. Lewis und L. Micha- 
elis*) festgestellt, daB keine Unterschiede in der Wirksamkeit 
innerhalb des p,,-Bereiches von 4—12 bestehen. Ihren Versuchen 
kommt besonderes Gewicht zu, da sie an vielen Tieren angestellt 
wurden. Man darf wohl annehmen, dab sehr bald nach der In- 
jektion die Konzentration der Wasserstoffionen im Reaktionsmilieu 
ausgeglichen ist. Die Reaktionen selbst werden sich bei einem durch 
den Tierkirper bestimmten p,, abspielen. Es bleibt lediglich die 
Frage, bei welchem p,, das Agens in der Lisung am bestandigsten 
ist, um nicht vor der Zeit geschidigt zu werden. Um dariiber 
etwas bestimmtes aussagen zu kénnen, bedarf es einer Messung 
der Agensmenge. Der Verdiinnungsgrad kann von EinfluB auf die 
Sarkombildung sein, und zwar deswegen, weil die Ausbreitung der 
Agensmenge iiber verschieden groBe F lichen der Brustmuskulatur 
zur Folge haben kénnte, daB die zur Entstehung von Krebszellen 
moglicherweise notwendige ,,Reizschwelle* nicht tberall erreicht 
wird, Ks kinnte also nicht gleichgiiltig sein, ob dieselbe Agens- 
menge in 1 oder 10 ccm eingespritzt wiirde. Das Verhalten der 
begleitenden Substanzen auf die Wirksamkeit des Agens mub 
insofern beachtet werden, als sie hemmend oder férdernd wirken 
kénnen. Um sicher zu sein, daB man es stets mit den nimlichen 
Begleitstoffen zu tun hat, wird man, soweit dies méglich ist, ein 
und dasselbe Ausgangsmaterial benutzen. 

Ein Faktor von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Wirk- 
samkeit des Agens, der sich einer Kinwirkung entzieht, ist die 
individuelle (allgemeine und lokale) Disposition des Huhns. Sie 
bestimmt vor allem das Milieu, in dem sich Bildung und Wachs- 
tum des Sarkoms vollziehen. Dieses Reaktionsmilieu ist von 
Huhn zu Huhn verschieden. Um soweit wie méglich gleiche Ver- 
hiiltnisse zu schaffen, wird man Hiihner zur Prifung benutzen, 
die derselben Zucht entstammen, gleich ernihrt und unter gleichen 
Bedingungen aufgezogen sind. Wie auch sonst bei biologischen 
Bestimmungen, wird man darauf achten, daB die zum Versuch 


1) Brit. J. exp. path. 8, 257 (1927). 
*) DaB bei py, 6 das Agens zerstért wird, trifft nicht zu, da wir aus 
Kaolinadsorbaten, die bei p,; 5,4 dargestellt wurden, gut wirksame Elutionen 


erhielten. 
*) Buil. Hopkins Hosp. 43, 92 (1928). 
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benutzten Hiihner von gleicher Rasse, gleichem Alter und Gewicht 
sind. Man wird ferner dafiir zu sorgen haben, daB die Umwelt- 
einfliisse und die Ernihrung die fiir das Wachstum des Sarkoms 
von Bedeutung sind, wahrend der langen Dauer der Bestimmung 
moglichst gleich bleiben. SchlieBlich wird man die jahreszeitlichen 
Schwankungen der Empfanglichkeit in Rechnung setzen miissen. 
Trotz alledem bedarf es zum Vergleich der Werte noch eines 
MaBstabes, in Form eines Standardpriiparates, in dem das Agens 
lange Zeit konstant wirksam ist. Hierzu kommt bis jetzt nur 
das getrocknete Sarkom in Pulverform in Frage. Es ist aber 
noch nicht bekannt, wie lange das darin enthaltene Agens konstant 
wirksam bleibt. Unsere Versuche dariiber sind noch nicht ab- 
geschlossen. Vielfach wird angenommen, daB die durch das Trocken- 
priparat erzeugten Sarkome durch Ubertragung der Zellen zu- 
stande kommen. Man wird deshalb darauf achten miissen, ob die 
Verschiedenartigkeit der Ubertragung den Vergleich nicht erschwert. 
Nach P. Rous soll sich die Tumorentwicklung nach der Filtrat- 
verimpfung sehr viel langsamer vollziehen als nach der Zellimpfung. 

Endlich sei noch darauf aufmerksam gemacht, daB die Art 
der Zufiihrung, ob in fester Form, in Suspension oder Lésung — 
mit oder ohne Kieselgur —, auch von einigem HinfluB auf die 
Priifung (Dauer der Tumorentwicklung) sein kann. 

Die Auswertung der Lésungen und Priiparate haben wir bisher, wie 
folgt vorgenommen: Die Lésungen, die mdglichst neutralisiert wurden, 
mischten wir mit wenig Kieselgur und priiften sie in fallenden Mengen an 
2 oder 3 Hiihnern.') Die angewandten Dosen wurden, um sicher Wirkung 
zu erzielen, ziemlich groB gewihlt. Die Priiparate verimpften wir ebenfalls 
mit Kieselgur®) zusammen, um gleiche Verhiltnisse zu schaffen, indem wir 
sie in physiologischer Kochsalzlisung suspendierten oder listen. Jedes 


Tier erhielt nur eine Dosis und zwar in die linke Brustseite eingespritzt. — 
Kine zweiseitige Impfung birgt die Gefahr einer gegenseitigen Beeinflussung 


1) Wir benutzen seither die Hiihner, wie sie uns der Gefliigelhindler 
lieferte, d. h. verschieden in der Rasse, im Alter und im Erniihrungszustand. 

2) Ob der Zusatz von Kieselgur zur Lésung und Priparat notwendig 
ist, vor allem aber ob sie férdernd z. B. auf die Bildung des Sarkoms — 
feststellbar durch eine verkiirzte Entwicklungsdauer — wirkt, bedarf einer 
quantitativen Priifung. Nach Untersuchungen von E. Frankel scheint ein 
Zusatz von Gur fiir die Entstehung des Sarkoms nicht notwendig zu sein. 
Immerhin kénnte die von der Kieselgur gesetzte lokale Reizstelle giinstige 
Bedingungen fiir die Bildung des Tumors schaffen. Z. B, hat F. Penti- 
malli (Z. f. Krebsforschg. 22, 74 (1925)] mitgeteilt, daB das Agens_,,sich 
selektiv an den Stellen fixiert, wo das Gewebe infolge einer Verletzung ge- 
schidigt ist.‘ Weniger plausibel scheint uns die Erkliirung, die den Haupt- 
wert der Kieselgur in einer Adsorption des Agens durch die Gur sieht. 








246 Ernst Maschmann und Bruno Albrecht, 


der Losungen in sich. Der M. pectoralis ist ein zusammenhingendes Ganzes, 
seine rechte und linke Hilfte sind nicht durch eine Membran voneinander 
yetrepnt. Ferner wei® man, daB das Ageus im Blut tumorkranker Tiere 
kreist. — Die Beobachtungsdauer betrug 3 Monate. Beweisend fiir die Existenz 
des Agens war der Tod des Huhns durch Sarkom. Der Sektionsbefund 
entscheidet eindeutig, ob das Huhn durch Sarkom oder an einer interkurrenten 
Krankheit eingegangen ist. Im allgemeinen ist bei wirksamen Lésungen 
und Préparaten der Tumor innerhalb 3—6 Wochen so ausgebildet, daB das 
Tier daran eingeht. 
III. Das Ausgangsmaterial. 

Um die Adsorptionsmethode erfolgreich anwenden zu kénnen, 
muB bekanntlich auch haltbares Ausgangsmaterial zur Ver- 
figung stehen, damit der priparative Versuch an dem gleichen 
Material durchgefiihrt werden kann, an dem die Bedingungen fiir 
eine méglichst auswihlende Adsorption ausgearbeitet wurden. Die 
Erfiillung auch dieser Bedingung stieB bei der Arbeit mit dem 
Agens des Hiihnersarkoms auf Schwierigkeiten, die noch nicht 
recht iiberwunden werden konnten. 

Durch die Priifung der Bestindigkeit des Agens im wibBrigen 
Auszug wurde die groBe Labilitat des Kérpers in diesem Medium 
festgestellt. Die schnelle Zerstérung des Agens wirkt sich bei 
der Verwendung des wiBrigen Auszuges besonders ungiinstig aus, 
weil der Nachweis des Agens zwei- oder mehrmal soviel Zeit 
beansprucht, als seine Bestiindigkeit im Auszug betrigt: Wahrend 
naimlich friihstens 3 Wochen nach der Impfung — solange Zeit 
bedarf es zur Ausbildung eines Tumors — eine Aussage iiber 
die Wirksamkeit des Auszuges gemacht werden kann, wird das 
Agens darin schon innerhalb von 10 Tagen inaktiviert. Dies un- 
giinstige Verhiltnis zwischen Bestimmungsdauer und Bestindigkeit 
des Agens verhindert — ganz abgesehen davon, daB es eine 
Methode zur Bestimmung der Agensmenge noch nicht gibt — die 
Ausarbeitung der Bedingungen fiir eine auswihlende Adsorption 
am gleichen Material, Wenn wir uns trotzdem des waiBrigen 
Auszuges bedienten, so geschah dies nur, um, bevor wir uns weiter 
um die Darstellung von Ausgangsmaterial bemiihten, festzustellen, 
ob das Agens adsorbiert, vor allem aber, ob es wieder aus dem 
Adsorbat ohne wesentlichen Wirkungsverlust freigelegt werden kann. 

Da bei der Verarbeitung waBriger Ausziige das Agens zwischen- 
zeitlich zerstért wird, muB man die ReinigungsmaBnahmen vor- 
nehmen, ehe etwas iiber den Agensgehalt der Ausziige bekannt 
ist. Dies Arbeiten ,aufs Geratewohl* setzt die Darstellung stets 
wirksamer Ausziige voraus. Da in der Literatur nicht selten von 
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mangelndem Angehen keimfrei filtrierter Ausziige berichtet wird }), 
haben wir der Darstellung wiBriger Ausziige besondere Aufmerksam- 
keit zugewandt. Wir fanden ein Verfahren, nach dem wir bis jetzt 
immer gut wirksame Ausziige bereiten kénnten. Weiter unten 
werden wir dariiber berichten. 

Nachdem die am waBrigen Auszug durchgefiihrten Adsorptions- 
und Klutionsversuche gezeigt hatten, dab das Agens adsorbiert 
und eluiert werden kann, bemiihten wir uns um die Gewinnung 
von geeignetem Ausgangsmaterial. Versuche in dieser Richtung, 
die im folgenden ausfiihrlicher beschrieben werden, haben wohl 
zu manch bemerkenswerter Feststellung, aber noch zu keinem 
zufriedenstellenden Ergebnis gefihrt. Das Problem der Gewinnung 
eines den Anforderungen des Adsorptionsverfahrens geniigenden 
Ausgangsmaterials harrt daher noch immer der Lésung. 


A. Ausziige aus frischem Sarkom. 


1. Darstellung und Kigenschaften 
des waBrigen Auszuges. 


P.Rous hat zuerst festgestellt*), daB man mit einem keim- 
frei filtrierten, waBrigen Auszug aus frischem Hiihnersarkom, der 
mit Kieselgur gemischt in den Brustmuskel des Huhns verimpft 
wird, am Ort der Injektion Sarkom erzeugen kann, das durchaus 
dem Ausgangstumor gleicht. Da nicht selten keimfrei filtrierte 
Ausziige ohne Wirkung sind, haben wir uns vor allem bemiiht, das 
Verfahren so zu gestalten, daB bei dessen genauer Anwendung stets 
wirksame Ausziige erhalten werden kénnen. Die Ausarbeitung der 
Bedingungen, unter denen das Agens moglichst vollstiindig dem 
Sarkommaterial entzogen werden kann, muBten wir zuriickstellen, 
da man die Abhingigkeit des Lésungsvorganges von der Extraktions- 
dauer, der Temperatur, der Reaktion des Lésungsmittels und der 
Vorgeschichte des Sarkommaterials nur dann genau beurteilen 
kann, wenn die Agensmenge im Ausgangsmaterial und in den 
dargestellten Ausziigen bestimmt werden kann. 

Die seither zur Extraktion verwandten Ringer- und Locke- 
lésungen haben wir durch physiologische Kochsalzlisung ersetzt 
und damit gute Resultate erhalten. Man kann auch, wie aus 





1) Vgl. z. B. E. Frinkel und E. Mislowitzer, Z. f. Krebsforschung 29, 
491 (1929); 31, 178 (1930). 
*) Vgl. Berl. klin. Wochschr. 1913, 637. 
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der Tab. 1 zu entnehmen ist, mit destilliertem Wasser wirksame 
Ausziige darstellen.?) 


Tabelle 1. 





Extraktions- Anzah!] : Ergebnis: 
. ms # Dosis Tod an Sarkom 

dauer / der gepriiften ean 
‘si i in ecm innerhalb 
in Stunden Tiere 6 Wochen 

2 30 2 9) 2 

4 5 2 5 2 

2 18 3 5 2 

42) 17 3 2,5 3 

3 5 3 

2%) 18 2 5 2 

2 0 2 0,5 2 

2 1,0 2 

2 2,5 2 

? 0 2 0,5 2 

y 1,0 2 

2 2.5 1 














In Tab. 1 haben wir die Ergebnisse einiger Vorversuche zu- 
sammengestellt, die ausgefiihrt wurden, um wenigstens ungefahr 
den EKinflu8 der Behandlungsdauer und Temperatur auf die Ex- 
traktion des Agens kennenzulernen. Den Angaben ist zu ent- 
nehmen, daB — wenn man dem Nachweis des Agens an wenig 
Tieren iiberhaupt einen Vergleichswert beimessen darf — bei einer 
Zeitdauer von 2 oder 4 Stunden, Temperaturen zwischen 0 und 
30° keinen qualitativ nachweisbaren EinfluB auf den Agensgehalt 
der Ausziige haben. Zur Darstellung der Ausziige, die wir zu 
Adsorptionsversuchen benutzten, extrahierten wir den Sarkombrei 
2 Stunden bei ungefihr 0° Die Dauer der Behandlung wurde 
auf 2 Stunden beschrankt, damit geniigend Zeit zur Verfiigung 
stand, um den Rohauszug noch am 1. Arbeitstag zur Filtration 
durch die Berkefeldkerze vorzubereiten. 

Die vorbereitende MaBnahme bestand in der Filtration des 
zentrifugierten Rohauszuges durch eine diinne Schicht Kieselgur.®) 


') Vgl. W. E.Gyeu. W.J. Purdy, Brit. J. exper. Pathol. 11, 211 (1930). 


2) Es wurde mit destilliertem Wasser extrahiert. 
3) Vel. W. E. Gyeu.C. H. Andrewes, Brit.J.exper. Pathol. 7, 81 (1926). 
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Wir fihren die Darstellung stets wirksamer Kerzenfiltrate auf 
diese Vorfiltration zuriick.') Durch sie bewirkten wir einmal die 
Beseitigung gréberer Teilchen, die sonst die Poren der Kerze rasch 
verengen oder verstopfen wiirden, sodann eine Verschiebung des 

nach der alkalischen Seite”), wodurch einer Adsorption des 
Agens durch das Kerzenmaterial entgegengewirkt wird.’) Die Vor- 
filtration wird nicht ohne Agensverlust verlaufen; aber dieser diirfte, 
zusammen mit dem noch bei der Kerzenfiltration auftretenden 
Verlust, bei weitem nicht so groB sein, wie der Verlust, den der 
Rohauszug erleidet, wenn er ohne Vorreinigung durch die Berke- 
feldkerze filtriert wird. 

Da fir die Filtration des Agens durch die Kerze u. E. die 
Art und der Loésungszustand der Begleitstoffe und die Aciditiit 
des Auszuges von ausschlaggebender Bedeutung sind, nehmen 
wir auf Grund unserer Resultate an, daB durch die Vorfiltration 
giinstige Bedingungen im obigen Sinn fiir die Filtration des Agens 
durch Kerzen geschaffen werden. 

Alle zehn, bisher dargestellten wibrigen Ausziige in Mengen 
von 500—3000 ccm waren wirksam. Aus der Tab. 2 geht hervor, 
daB die Ausziige zu 92°/, angegangen sind. 


Tabelle 2. 





Anzahl Anzahl der Anzahl der Prozentuale 
der Ausziige |geimpften Tiere] positiven Hiihner} Ausbeute 





10 42 39 92 








Darstellung des wiiBrigen Auszuges‘*): Die Verwendung von 
5 ; ; - 
wachsenden JTumoren zu Extraktionszwecken ist sicher von Vorteil:; trotzdem 





1) I]. Modrow, Ztschr. f. Hyg. 110, 618 (1929), hat iihnlich giinstize 
Erfahrung mit der Vorfiltration bei Maul- und Klauenseuchevirus gemacht. 
Der Virusgehalt ihrer Ultrafiltrate war griBer, wenn die Lisungen zuerst 
durch Papierfilter und durch Berkefeldkerzen filtriert wurden. 

2) Vel. S. 252. 

3) Eine geringe Alkalitaitserhéhung des Auszuges vor der Filtration 
diirfte sicher die Adsorption des Agens (die an und fiir sich nicht sehr groB 
sein kann) hintanhalten, da das Agens in alkalischer Lésung sehr schlecht 
adsorbiert wird. Beim Agens haben wir noch nicht den EKinfluB des p,, 
auf die Filtrierbarkeit dureh Kerzen niher untersucht. Mit alkalischen 
Mitteln wollten wir nicht extrahieren, weil wir befiirchteten, damit gréBere 
Mengen Ballaststoffe in Lésung iiberzufiihren. 

*) Alle GefiBe usw. waren steril; die MaBnahmen wurden unter asep- 
tischen Kautelen durchgefihrt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCVI. 17 
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haben wir aus iiuBeren Griinden in der Regel den durch den Tod des 
Huhnes anfallenden Tumor verarbeitet, der oft, wenn das Tier wihrend 
der Nacht gestorben war, erst einige Stunden nach dem Tode entnommen 
wurde. Wir verwarfen alle nekrotischen und himorrhagischen Sarkome. 
Das méglichst sauber aus dem Gesunden herauspriparierte Sarkom zer- 
kleinerten wir in einer Fleischhackmaschine so lange, bis die Tumormasse 
diinnbreiig war. Der Sarkombrei wurde dann noch weiter mit dem doppelten 
Gewicht scharfkantigen Quarzes im Morser verrieben. Nach Uberfiihrung 
der Masse in eine Pulverflasche iibergoB man sie mit der 10 fachen Menge 
physiologischer Kochsalzlésung und einigen Tropfen Toluol und schiittelte 
die Flasche einige Minuten kraftig mit der Hand. Dann bewahrten wir die 
Flasche 2 Stunden in Eiswasser auf und durchmischten die Suspension wiih- 
rend der Extraktionsdauer alle 10—15 Minuten durch kurzeskraftigesSchiitteln. 
Nach Ablauf von 2 Stunden befreiten wir den Auszug durch 1/, stiindiges 
Zentrifugieren bei 4000 Umdrehungen von griéberem Sarkommaterial und 
kiihlten darauf die abdekantierte Lésung. Der schwach weinrot gefirbte 
Auszug (wenn man Sarkom von entbluteten Hiihnern verarbeitet, hat der 
Auszug keinen roten Stich) wurde nun durch eine diinne Kieselgurhaut, 
die auf gehiirtetem Filter auflag, vorfiltriert. Wir gaben immer nur eine 
kleine Menge des Auszuges aufs Filter und saugten bei geringem Unter- 
druck. Die Saugflasche stand wahrend der Dauer der Filtration in Eiswasser. 
Da die Filtration méglichst noch am 1. Tag beendet werden soll, muB bei 
der Wahl der Gré8e und Anzahl der Nutschen darauf, wie auf die Menge 
und schwierige Filtration des Auszuges Riicksicht genommen werden. 

Uber Nacht wurde das Filtrat unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt. 
Am 2. Arbeitstag erfolgte, nach Zusatz von Hiihnercholerabakterien, die 
Kiltration durch Berkefeldkerzen N, deren Grife und Anzahl so gewihlt 
wurden, daB die durchzusetzende Menge an einem Tag filtriert werden konnte. 
Gesaugt wurde bei gelindem Unterdruck, wihrend die Saugflaschen in Eis- 
wasser standen. Wir bestimmten am 2. Arbeitstag noch den Trocken- 
gewichtsgehalt, das py, des Filtrates und ermittelten die Menge Essigsiiure, 
die zur Kinstellung des bei der Adsorption erwiinschten py notwendig 
war. Uber Nacht kam das Berkefeldkerzen-Filtrat in den Eisschrank. 

Am 3. Arbeitstag fihrten wir méglichst alle ReinigungsmaBnahmen 
durch und priiften sowohl die Ausgangslésung als auch die gereinigten 
Lésungen am Huhn. 


Eigenschaften des wiiBrigen Auszuges. 


1. Bestiindigkeit des Agens: Unsres Wissens liegen in 
der Literatur keine niheren Angaben iiber die Bestindigkeit des 
carcinogenen Agens im keimfrei filtrierten Auszug vor.') Wir haben 
deshalb einige Versuche angestellt, um uns dariiber zu unter- 
richten. Wie aus der Zusammenstellung der Priifungsergebnisse 
dieser Versuche in Tab. 3 hervorgeht, war das Agens im wiB- 


1) Nachtriiglich ersahen wir, daB nach Untersuchungen von J. H. Muel- 
ler, J. exper. Med. 48, 343, u. zwar S. 348 (1928), durch Zusatz von Cystein 
bei 3—4° der Auszug 3 Wochen lang wirksam bleibt. 
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rigen Auszug, der unter Toluol bei +5° aufbewahrt wurde, nach 
ungefaihr 10 Tagen soweit inaktiviert, das 10ccm vom Auszug kein 
Sarkom mehr erzeugten. 








Tabelle 3. 
Nr. ee “ee Ergebnisse 
nach Tagen in cem 
1 1 5 Tot nach 18 Tagen : Sarkom 
5 20 
8 5 i 38 : 
5 lebt 
10 Tot nach 36 Tagen : Sarkom 
30 5 me w : Leukiimie 
10 lebt 
10 ” 
2 1 2,5 Tot nach 22 Tagen : Sarkom 
2,5 as , 
2.5 ‘ 25 j 
5 32 ‘ 
D ” , 80 - 
8 5 lebt 
5 Tot nach 31 Tagen : Sarkom 
10 r 35 
10 7 48 
14 5 lebt 
5 - 
3D ” 
10 - 
10 9 
10 " 
3 1 0,5 Tot nach 34 Tagen : Sarkom 
0,5 lebt 
1,0 Tot nach 24 Tagen : Sarkom 
1,0 ‘ » 40 : - 
9 5 ig — 2 » Soe 
5 “ 60 : Sarkom 
5 lebt 
10 Tot nach 45 Tagen : Sarkom 
10 - 80 ,, +: Kachexie 
10 lebt 
18 10 9 
10 ” 
10 











17° 
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Wiihrend des Aufbewahrens im Kisschrank triibt sich der 
Auszug allmihlich immer stirker, und nach einiger Zeit scheiden 
sich Stoffe ab, die sich teils am Boden, teils als Schicht zwischen 
Wasser und Toluol ansammeln. Der an der Oberfliiche sich ab- 
scheidende Stoff stellt unter dem Mikroskop feine lichtbrechende 
Trépfchen dar. Diese fettartige Substanz list sich in Ather und 
Benzol und soll etwas besser charakterisiert werden, sobald wir 
mehr davon besitzen. Die Verinderungen treten bei hoherer 
‘T'emperatur in kiirzerer Zeit auf.!) Ks handelt sich hier offen- 
bar um die Anderung des Lisungszustandes der begleitenden 
Substanzen, die mit Alterungsvorgiingen verkniipft ist. Da das 
Auftreten der sichtbaren Verinderungen des Auszuges und die 
irreversible Zerstérung des Agens zeitlich ziemlich zusammen- 
fallen, ruft vielleicht die Anderung des Liésungszustandes der 
begleitenden Substanzen eine Veriinderung des Kolloidzustandes 
des Agens hervor, die eine Vernichtung der carcinogenen Wirkung 
zur Folge hat.* 

2. Das p,, der Ausziige: Aus den elektrometrischen Be- 
stimmungen der Konzentration der Wasserstoffionen des zentri- 
fugierten Rohauszuges, des durch eine diinne Schicht Kieselgur 
und dann durch eine Berkefeldkerze N filtrierten Auszuges ergibt 
sich, daB das p,, des Rohauszuges durch jede Filtration um einen 
kleinen, aber gut meBbaren Betrag nach der alkalischen Seite 
hin verschoben wird. Diese Verschiebung des p, beruht wohl 
auf dem Verlust sauer reagierender Substanzen. Das p,, der Roh- 
ausziige liegt um 6,6, das der keimfrei filtrierten Ausziige um 7. 
Die gemessenen Werte sind in der Tab. 4 autgefiihrt. 

3. Gehalt des Auszuges an organischer Substanz: 
lie Menge organischer Substanz, die wihrend der Extraktion des 
Sarkombreies in Loésung ging, blieb sich in den dargestellten 
Ausziigen ziemlich gleich. Der Durchschnittswert, der in Tab. 4 
fiir 5ccm Auszug angegebenen Abdampfriickstinde betrigt 0,0577 g; 
zieht man davon den Kochsalzgehalt in Héhe von 0,0425 g ab, 
so verbleiben noch 0,0152 g Riickstand, der sich aus organischer 
Substanz und mineralischen Bestandteilen des Gewebes zusammen- 
setzt. Dieser Betrag entspricht ziemlich genau dem des Trocken- 
riickstandes von 5 ccm zweier Ausziige, die mit destilliertem 
Wasser bereitet wurden (0,0155 g). Aschegehalt 0,0030 ¢. Da 


') Vgl. auch W. E. Gye u. W. J. Purdy, Brit. J. exper. Pathol. 11, 
282 (1930). 
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aus frischem Sarkom ungefihr 15°/, Trockenmaterial gewonnen 
wird, ergibt eine Uberschlagsrechnung, da 17°/, organischer 
Substanz vom Sarkommaterial im kerzenfiltrierten Auszug ent- 
halten sind. 

Die Ausziige gaben alle die Biuret-, Millon- (nach der Di- 
alyse), Tryptophan- und Ninhydrinreaktion; die Molischprobe auf 
Kohlehydrate fiel negativ aus. Auf Zusatz von Uranylacetat, 
Pikrinsiure, Phosphorwolframsaéure und Quecksilberchlorid (zum 
dialysierten Auszug) entstanden Niederschlige. Durch Sattigen 
des Auszuges mit Ammonsulfat wurden EiweiBstoffe ausgesalzen, 
die nach dem Trocknen in Wasser nicht mehr vollstindig léslich 
waren. Von p,, 5,4 an triibte sich der Auszug und schied mit 
steigender Aciditiit Niederschlige aus, die in verdiinnten Alkalien 
léslich waren. 


Tabelle 4. 














Menge Dauer Pu-Messungen ?”) ‘Trocken- 
des der 10 ae iat | Bek gewicht 
Auszugs | Extrakt. Roh- oe : prog in 5 ecm*) 

in ccm | in Stdn. auszug ditrat filtrat g 

1000 ') 4 D — 7,21 0,0588 
1000") 2 30 ae 7,21 0,0587 
2500 2 18 ~~ | @ts 6,70 0,0583 
3000 2 0 ax | Off 7,27 0,0557 
1000 2 0 6,65 6,77 7,20 0,0583 
2400 2 0 6,51 | 6,65 6,78 0,0568 
1000 2 0 6,53 6,65 6,72 0,0574 














2. Darstellung eines agenshaltigen Praparates 
aus dem wiBrigen Auszug. 


Fir die Durchfihrung des Adsorptionsverfahrens ist der 
waBrige Sarkomauszug nicht das geeignete Ausgangsmaterial. 
Wir versuchten deshalb aus dem Auszug ein Priparat darzustellen, 
in dem sich das Agens lingere Zeit in wasser- bzw. glycerin- 
léslicher Form aufbewahren lieB. Es konnte bis jetzt nur durch 
Vakuumdestillation des Auszuges ein Trockenpulver gewonnen 
werden, in dem das Agens monatelang haltbar war. Da aber 





‘) Aus dem gleichen Sarkommaterial hergestellt. 
*) Elektrometrische Doppelbestimmungen. 
*) Kochsalzgehalt nicht abgezogen. 
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die wirksamen Bestandteile des Priiparates schlechte Léslichkeit 
zeigten, kam es als Ausgangsmaterial nicht in Frage. 

Die aus wiibrigem Auszug durch Zusatz der doppelten Menge 
Alkohol oder Aceton entstandenen Niederschliige waren nach dem 
Trocknen nicht wirksam. Durch schwaches Ansiuern des Aus- 
zuges (p,, 4,6) gewannen wir einen Niederschlag, der bei der 
Priifung an zwei Tieren kein Sarkom erzeugte.’) Die neutrali- 
sierte Restlésung war ebenfalls unwirksam. Solange aber dieser 
Versuch nicht unter abgeiinderten Bedingungen mehrmals wieder- 
holt wurde, lassen wir die Frage offen, ob durch ,,Saureflockung“ 
ein wirksames Priparat dargestellt werden kann, in dem das 
carcinogene Agens in gréBerer Reinheit vorliegt als im Trocken- 
riickstand des Auszuges. 


Tabelle 5. 








| 


| 




















1) Das Agens sollte bei dieser Wasserstoffionenkonzentration wihrend 
der kurzen Versuchszeit nicht merklich geschidigt werden, da nach M. 
R. Lewis u. L. Michaelis [Bull. Hopkins Hosp. 43, 92 (1928)] das Agens 
erst yon p,;; 4 an schnell zerstért wird. 


e & a a] 
Cais) Art des a yw] Ss 
= 2 "0 -— & — 73 . 
£68 Ein- Bo. ISR e o Ergebnis 
mis Dem Swi os = 
cs] dampfens 3 um Ol eo 5 
a) fam x _ 
oD > | a) 
100 | Exsiceator 1,0674 6 | 0,20 | Tot nach 33 Tagen : Sarkom 
0,20 wy 40 ; 
0,20 = og oe . 
153 | 0,20 | Tot nach 50 Tagen : Kachexie 
0,20 » y 45 «4 °? Sarkom 
0,20 ™ 5 = ww» % "9 
175 | Destillation | 1,7278 2 70,25 | Tot nach 41 Tagen: Sarkom 
0,25 . se oe ae 2 
0,25 | lebt 
123 | 0,25 | Tot nach 45 Tagen : Sarkom 
0,25 s »« ME & * 4 
0,25 m » - ye +t & 
1200 | Destillation | 11,2377 3 | 0,15 | Tot durch Kachexie 
0,15 | Tot nach 35 Tagen : Sarkom 
0,30 es *° 46 99 : 
0,30 < ~~ 2 « 
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Durch Verdampfen des wiibrigen Auszuges im Exsiccator 
tiber Schwefelsiure wurde ein Trockenriickstand gewonnen, in dem 
das Agens noch nach 5 Monaten wirksam war (vgl. Tab. 5), der 
sich aber nur unvollkommen in Wasser wieder liste. Bei einiger 
Ubung gelang es, den wiiBrigen Sarkomauszug trotz starken 
Schiumens ohne nennenswerten Verlust durch Vakuumdestillation 
im Verdampfer von Jantzen-SchmalfuB stark einzuengen. Zur 
Vermeidung von Uberhitzung unterbrachen wir, sobald die Innen- 
temperatur anfing zu steigen, und trockneten das Konzentrat im 
ixsiccator tiber P,O, zu Ende. Wir stellten z. B. aus 1200 ccm 
eines keimfrei filtrierten Auszuges durch Destillation bei einer 
AuBentemperatur von + 40° und einer Innentemperatur von 
+18° ungefihr 50 ccm Konzentrat dar und erhielten daraus 
11,24 g Trockenpulver. Nachdem dies staubfein in einer Kugel- 
miihle gepulvert war, priften wir es auf Wirksamkeit: Verimpfte 
man das Priparat in Suspension, dann erzeugte es Sarkom, ver- 
impfte man, die durch Zentrifugieren bei 4500 Umdrehungen von 
den ungelésten Bestandteilen befreite klare Lisung, dann kam 
es — mit Ausnahme bei einer Loésung (Tab. 6) — nicht zur 
Sarkombildung. Das Trockenpriparat enthielt, wie aus der T'ab. 5 
hervorgeht, das Agens noch nach 4 Monaten in wirksamer Form. 
Die Lésung, die bei einem Huhn nach 82 ‘lagen Sarkom erzeugte, 
kann nur sehr geringe Mengen Agens enthalten haben. 


Tabelle 6. 


0,9 g von Trockenpriparat 3 wurden im Mérser mit dest. Wasser angerieben. 

Den Brei spiilte man mit soviel Wasser in eine Flasche iiber, daB insgesamt 

25 cem davon zur Lésung angewandt wurden. Unter oftmaligem Um- 

schiitteln blieb die Suspension 2 Stunden bei 30° stehen. Die klare Lésung, 

die nach '/,stiindigem Zentrifugieren (4500 Umdrehungen) der Suspension 
erzielt wurde, priifte man am Huhn. 








Gepriifte Menge . 
“ir S Ergebnis 
in ecm 
5 lebt 
7,5 Tot nach 82 Tagen : Sarkom 
7,5 So , an 


3. Glycerinauszug. 
Nachdem die schnelle Zerstérung des carcinogenen Agens in 
wiBriger Liésung erwiesen war, untersuchten wir seine Bestiindig- 
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keit in Glycerin, da vielfache Erfahrung gezeigt hat, daB dem 
Glycerin eine ,,stabilisierende* Kigenschaft zukommt. Zu diesem 
Zweck muBte erst die Extrahierbarkeit des Agens aus Sarkom 
durch Glycerin sichergestellt werden. Denn in der Literatur 
fanden sich keine Angaben iiber die Léslichkeit des Agens in 
Glycerin, und die Beobachtung von P. Rous und J. B. Murphy’), 
daB durch Verimpfen von Tumormaterial, das einige Zeit in 
50°/,igem Glycerin aufbewahrt wurde, noch Sarkom entstand, 
sprach eher gegen als fiir eine Extrahierbarkeit. 

Wir konnten aus frischem Sarkommaterial auf die im folgen- 
den beschriebene Weise gut wirksame Glycerinauszige bereiten. 

Zur Darstellung der Glycerinausziige verfahren wir wie folgt: Durch 
mehrmaliges Vermahlen des Sarkoms in der Fleischmaschine wird ein diinner 
Brei hergestellt, der, mit dem doppelten Gewicht Quarz versetzt, noch weiter 
im Morser zerrieben wird. Nach Uberfiihrung der Masse in eine Stépsel- 
flasche wird sie mit der berechneten Menge 87°/,igem Glycerin (3 ecm auf 
1 g) iibergossen. Nach Schiitteln der Suspension mit der Hand wird sie 
4 Stunden auf der Maschine weitergeschiittelt. Danach kommt die Suspen- 
sion iiber Nacht in den Eisschrank. Am nichsten Tage werden die grébsten 
Teile durch '/, stiindiges Zentrifugieren bei 5000 Umdrehungen abgeschleu- 
dert. Die vom Bodenkérper abgegossene triibe Lésung stellt die Roh- 
lésung dar, die im Eisschrank autbewahrt wird. Aus der Rohlésung be- 
reitet man die zu priifende Lésung, indem man zu 1 Teil Glycerinextrakt 
2'/, Teile Wasser setzt und '/, Stunde bei 5000 Umdrehungen zentrifugiert. 
Die vom Bodenkérper abgegossene Lésung wird durch eine diinne Kiesel- 
gurhaut vorfiltriert und durch Berkefeldkerze N zell- und keimfrei filtriert. 
Wiihrend der Filtrationen, die langsam verlaufen, stehen die Saugflaschen 
in Eiswasser. Bei richtiger Wahl der Nutschen- und KerzengréBe kénnen 
250-300 ccm an einem Arbeitstage filtriert werden. 

Das p; der mit Wasser verdiinnten Glycerinausziige gleicht ziemlich 
dem der wiabBrigen Extrakte. 

Die Bestiindigkeit des Agens im Glycerinauszug ist gréBer, 
als in wiBriger Lésung. Die dargestellten Glycerinextrakte ent- 
hielten das Agens nach 4 woéchigem Aufbewahren im Eisschrank 
noch in wirksamer Form. Dagegen besaBen sie nach 8 Wochen 
keine carcinogene Wirkung mehr. Da nicht alle Versuchsméglich- 
keiten erschépft wurden, kénnte sich das Agens in Glycerin noch 
etwas linger als 30 Tage halten. Immerhin geniigen die Ver- 
suche, um zu zeigen daB auch der Glycerinauszug, weil sich das 
Agens darin nicht lange halt, als Ausgangsmaterial nicht in Frage 
kommen kann. Unsere Versuchsergebnisse finden sich auszugs- 


weise in Tab. 7. 


1) J. americ. med. assoc. 58, 1988 (1912). 
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Tabelle 7. 





Versuch- Gepriifte Priifung Ergebnis 
Nr. Menge in ccm] nach Tagen 

1 5 2 Tot nach 30 Tagen : Sarkom 
A) 2 9 30-—C—=é, 

2 5 2 Tot nach 61 Tagen : Sarkom 
5 2 lebt 
7,5 2 Tot nach 75 Tagen : Sarkom 
1,5 2 . « 

3 2,5 } Tot nach 28 Tagen : Sarkom 
2,5 ~ « Se 
2,5 35 . 
5,0 34 
5,0 35 
5,0 _ 23 
5,0 30 Tot nach 45 Tagen : Sarkom 
5,0 - ~~ oe ae : 4 
7.5 s jo ee sae’ 3 9 
7,5 —— ee 
10,0 lebt 
10,0 Tot nach 43 Tagen : Sarkom 
5,0 60 lebt 
5,0 
5,0 a 
10,0 Tot nach 55 Tagen: O. B. 
10,0 lebt 
10,0 











Auch im Glycerinauszug treten Verinderungen des Lésungs- 
zustandes verschiedener Substanzen auf, die, wenn auch erst 
nach einigen Wochen, genau so sichtbar werden, wie wir es beim 
wiBrigen Auszug beschrieben haben. Diese Verinderungen scheinen 
auch hier nicht ohne Einflu8 auf die Bestindigkeit des Agens zu sein. 

Wir priiften noch, ob die Bestindigkeit des Agens im Gly- 
cerinauszug durch Aufbewahren in evakuierten Ampullen erhdht 
wird. Die Versuche sind noch nicht ganz abgeschlossen. 


B. Auszige aus getrocknetem Sarkom. 
1, B. Murphy?) hat gefunden, daB iiber Schwefelsiure im 
Vakuum getrocknetes Sarkommaterial, in den Brustmuskel des 


) Anm. bei P. Rous, J. exp. Med. 13, 397 (1911). 
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Huhns verimpft, dort Sarkom erzeugt und daB diese Fihigkeit 
dem Trockenpriparat lange Zeit innewohnt. Hiernach wire das 
getrocknete Sarkom, das auch in gréBeren Mengen gewonnen 
werden kann, das geeignete Ausgangsmaterial fiir die Adsorptions- 
versuche, wenn ihm das carcinogene Agens in aktiver Form regel- 
miBig entzogen werden kénnte. Da iiber die Extrahierbarkeit 
des Agens aus getrocknetem Sarkommaterial keinerlei Angaben 
im Schrifttum vorliegen, haben wir uns um die Darstellung wirk- 
samer, keimtrei filtrierter Ausziige bemiiht. Die Versuche haben 
bis jetzt noch zu keinem praktisch verwertbaren Ergebnis gefiilirt. 
Die einmalige Darstellung eines wirksamen Auszuges, die wir 
weiter unten beschreiben, wollen wir solange nicht werten, als wir 
sie noch nicht mit verschiedenem Material wiederholen kénnen. 
Die Anzahl unsrer Versuche ist noch zu gering, um auf Grund ihrer 
Ergebnisse die Frage zu beantworten, ob man das Agens dem 
Sarkompulver entziehen kann. Denn bei einem so labilen Korper, 
der wahrscheinlich in Form schwerléslicher Adsorbate in getrock- 
netem Sarkom vorliegt, ist es schwierig die Versuchsbedingungen 
aufzufinden, unter denen die Ablésung des Agens ohne allzugroBe 
Schidigung gelingt. Auch technische MaBnahmen bei der Dar- 
stellung, wie z. B. das langwierige und oft schwierig ausfiihrbare 
Filtrieren glycerinhaltiger oder mit alkalischen Mitteln gewonnener 
Ausziige durch die Berkefeldkerze, werden nicht ohne ungiinstigen 
KinfluB auf das Agens sein. 


Zu den Extraktionsversuchen verwandten wir staubfein gepulvertes 
Sarkommaterial, das wie folgt gewonnen wurde: Mehrere Sarkome zer- 
kleinerten wir so oft in der Fleischmaschine, bis die Tumormasse diinn- 
breiiig war. Darauf wurde der Sarkombrei in diinner Schicht in Petri- 
schalen ausgebreitet und im Exsiccator iiber P,O, zuerst bei 13 mm, dann 
im Hochvakuum getrocknet.') Das innerhalb 24 Stunden getrocknete Mate- 
rial wurde staubfein gepulvert. Die Ausbeute betrug im Durchschnitt 
15°/, des Frischgewichtes. 

Zum Pulvern benutzten wir sowohl eine Kugelmiihle, als auch 
eine Feinmahlmiihle mit Mahlscheiben. Bei einem Priparat wurde 
die Mahldauer absichtlich stark verlingert, um den EinfluB der 
mechanischen ,MiBhandlung“ auf die Wirksamkeit des Agens 
festzustellen. Nach den Ergebnissen des 'Tierversuches (vgl. Tab. 8) 
hatte das zweistiindige Mahlen auf die Wirksamkeit des Praparates 
keinen wesentlichen EinfluB. Es sei noch bemerkt, daB die Priifung 


des Priiparates erst 60 Tage nach der Darstellung erfolgte. Ent- 


') Vgl. W. E.Gye u. C. H. Andrewes, a. a. O. 
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halt ein so stark mechanisch beanspruchtes Pulver noch geniigend 
viel intakte Zellen, um die cellulaire Form der Ubertragung an- 
nehmen zu kénnen? Unsres Erachtens muf man diese Frage ver- 
neinen. Wir neigen auch zur Ansicht, da es sich bei der Bildung 
von Sarkom aus Trockenpulver nicht um die cellulaire Form der 
Ubertragung handelt, sondern um die Wirkung des durch die 








Muskelsiifte aus dem Material frei gemachten Agens auf un- 
differenzierte Mesenchymzellen. 
Tabelle 8. 
G . oo , > 
; or xepriifte | I yifeang . | 
Nr. Menge nach Ergebnis 
Pulverns is ah 
in g lagen 
Kugeliniihle 0,1 rechts 60 Tot nach 15 Tagen rechts : Sarkom 
(Mahldauer 0,1 links links : Sarkom?) 
2 Stdn.) ° =e 
0,2 rechts i a rechts: Sarkom 
2 links links: Sarkom 
0,3 rechts Tot nach 5 Tagen: O. B. 
0,3 links 
0,2 rechts Tot nach 12 Tagen : Kachexie 
0,4 links 
0,1 150 Tot nach 35 Tagen : Sarkom 
0,1 lebt 
0,2 Tot nach 29 Tagen : Sarkom 
0,2 1» ag BB og 
Feinmahlmihle | 0,1 50 Tot nach 34 Tagen : Sarkom 

0,2 ” » of 
0,3  « i 
0,2 250 Tot nach 41 Tagen : Sarkom 
0,2 9 yo —_ + 
0,2 ‘i ~ we w % s 














Zu den Versuchen, agenshaltige Ausziige aus getrocknetem, 
gut wirksamem Sarkommaterial zu bereiten, wurden folgende 
Extraktionsmittel angewandt: physiologische Kochsalzlésung, Am- 
moniak verschiedener Konzentration, Glycerin, ammoniak- und 
essigsiurehaltiges Glycerin. Das Ergebnis der Bemiihungen war 
bis jetzt sehr bescheiden: nur ein Extrakt, dessen Bereitung wir in 
Versuch 7 beschreiben, erwies sich wirksam. Die Versuche werden 


fortgesetzt. 


1) Das Huhn hatte Metastasen in Lunge, Leber und Milz. Die Verimpfung 
des Metastasenmaterials auf Hiihner erzeugte Sarkome im Brustmuskel. 
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Versuch: 7g staubfeines Sarkompulver rieben wir im Mérser mit einer 
glycerinhaltigen Ammoniaklésung (30cem Glycerin und 70 cem n/40-Am- 
moniak) an und spiilten die Paste mit so viel Extraktionsmittel in eine 
Stépselflasche iiber, daB insgesamt davon 105 ccm angewandt wurden. Die 
Suspension wurde 3 Stunden mit der Maschine gelinde geschiittelt und 
dann durch '/,stiindiges Zentrifugieren bei 4500 Umdrehungen geklart. Der 
vom Bodenkorper abgegossene Auszug zeigte eine schwach alkalische Re- 
aktion (ungefiihr p;; 8) und wurde gut gekiihlt. Wir saugten ihn zuerst 
durch eine diinne Kieselgurhaut und nach Zusatz von Hiihnercholerabakterien 
durch eine Berkefeldkerze N. Wahrend der langwierigen Filtration stand 
die Saugflasche in Eiswasser. Das Filtrat war keimfrei und wurde zu- 
sammen mit dem Ausgangsmaterial an Hiihnern gepriift. Das Ergebnis 
der Tierversuche ist in Tabelle 9 zusammengestellt. 


Tabelle 9. 








Gepriifte . ; 
Priiparat P Ergebnis 
Menge 
Getrocknetes Ausgangs- 0,2 g Tot naeh 24 Tagen: Sarkom 
sarkom 0,2 oe eee oe 
0,3 » ay 
Auszug 7,5 eem Tot nach 70 Tagen : Sarkom 
9,0 lebt 
9,0 Tot nach 72 Tagen : Sarkom 








Der Gehalt des ammoniakalischen Glycerin-Auszuges an car- 
cinogenemAgens kann nach den Angaben der Tab. 10, daB 7,5 
bzw. 9 ccm Auszug erst nach 70 bzw. 72 Tagen Sarkom mit téd- 
lichem Ausgang bildeten, nicht groB gewesen sein. 

Um die ''rocknung des frischen Sarkoms zu beschleunigen, 
behandelten wir das in der Fleischmaschine zerkleinerte Material 
mit Aceton-Ather.!) Das erste auf diesem Wege gewonnene Priparat, 
dessen Darstellung wir weiter unten beschreiben, erzeugte Sarkom. 
Zwei andere aus verschiedenem Sarkommaterial dargestellte 
Trockenpulver waren ohne Wirkung. Diese unwirksamen Priiparate 


1) Nach W. Nakahara u. M. Sumi [Ref. Ber. ges. Physiol. 49, 617 
(1929)] werden die Enzyme des frischen Sarkoms durch '/,stiindige Be- 
handlung mit Aceton nicht geschiidigt, dagegen wird das carcinogene Agens 
zerstért, Die japanischen Autoren schlieBen daraus, daB das Agens kein 
Enzym ist. Dieses unterschiedliche Verhalten gegen Aceton geniigt u. E. 
nicht, um eine so bestimmte Behauptung aufzustellen. Wenn auch die 
meisten der bekannten Enzyme innerhalb dieser Zeit durch Aceton wenig 
oder gar nicht geschidigt werden, so ist doch die Acetonresistenz keine 
charakteristische Eigenschaft der Enzyme. 
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hatten wir nach einem Verfahren, das sich nur wenig von dem 
friiheren unterschied, gewonnen; die T'rockendauer war kiirzer, 
und die Menge des T'rockenmittels betrug nur die Hilfte. 

Eine plausible Erklirung fiir das verschiedene Verhalten der 
Trockenpriparate im Tierkérper vermégen wir noch nicht zu geben. 
Ob das Agens durch den dehydratisierenden und formveriindernden 
HinfluB des Acetons oder durch den Entzug eines Begleitstoftes 
seine Wirkung verlieren kann, und welche Bedeutung dabei der 
Beschaftenheit des Sarkommaterials zukommt, bedarf noch der 
Aufklirung. Entsprechende Versuche sind im Gange. 

Versuch: 190 g von einem in der Fleischmaschine zerkleinerten 
Sarkombrei schiittelten wir in der Flasche mit 1000 ecm frisch destilliertem 
Aceton kriftig durch. Nach 1 Stunde filtrierten wir, um den Filterriick- 
stand von neuem wie zuvor mit einem Liter Aceton 1, Stunde, darauf zwei- 
mal mit einem Liter Aceton—Ather (1:1) '/, Stunde zu behandeln. SchlieB- 
lich wurde das Sarkommaterial auf der Nutsche mit viel frisch destil- 
liertem Ather gewaschen und dann im Vakuum von den letzten Spuren 
Trockenmittel befreit. Wir gewannen 11,7 g Trockenpriiparat. Das Pulvern 
wurde in einer Gewiirzmiihle vorgenommen. 

Zur Kontrolle wurden gleichzeitig 10 g vom gleichen Sarkombrei im 
Exsiccator iiber P,O, getrocknet. Ausbeute 1,5 ¢. 

Die Ergebnisse der Tierversuche sind in der Tab. 10 zusammengestellt. 


Tabelle 10. 





Gepriifte 








Art des Materials Menge Ergebnis 
in g 
Exsiccator-getrocknet 0,25 Tot nach 18 Tagen : Sarkom 
0,25 ~ » © « 
Aceton-Ather-getrocknet 0,25 . «2 BE = 
0,25 lebt 
0,50 Tot nach 29 Tagen : Sarkom u. Meta- 
stasen in Lunge 


IV. Zur Dialyse agenshaltiger Losungen. 


Da der Dialyse als ReinigungsmaBnahme auch im Gange 
des Adsorptionsverfahrens Bedeutung zukommt, und iiber das Ver- 
halten des carcinogenen Agens bei der Dialyse keine Angaben 
vorliegen, priiften wir, ob man durch Dialyse die agenshaltigen 
Lésungen von anorganischen Salzen (z. B. Eluentien) befreien kann, 
ohne dabei allzuviel an wirksamer Substanz einzubiiBen. Um 
der geringen Bestindigkeit des Agens Rechnung zu tragen, dialy- 
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sierten wir bei Kisschranktemperatur und wandten dabei Dialy- 
satoren aus tierischer Membran, die sog. Fischblasen, an. 

Das Ergebnis der Versuche war folgendes: Der wibrige 
Auszug kann ohne wesentlichen Wirkungsverlust zwei Tage bei 
+ 5° dialysiert werden; nach dieser Zeit bewirkten noch die ver- 
impften 5 und 10 ccm des Blaseninhaltes Sarkombildung. Da- 
gegen waren 10 ccm davon nach 3 tagiger Dialyse ohne Wirkung. 
Im AuBenwasser, daB wir zur Priifung unter schonenden Be- 
dingungen auf den hundertsten Teil einengten, wurde nach 8 tagiger 
Dialyse kein Agens in wirksamer Form nachgewiesen. Zwei 
Ammoniakelutionen hatten schon nach 24stiindiger Dialyse im 
Kisschrank ihre carcinogene Wirkung verloren. 

Wir nehmen nicht an, daB das Agens ins umgebende Wasser 
diffundiert. Wir halten aber den erbrachten Nachweis iiber die 
Abwesenheit des Agens im AuBenwasser nicht fiir restlos schliissig. 
Denn das Fehlen carcinogener Wirkung kann auch daher rihren, 
daB das durch die Membran gegangene Agens aus Mangel an 
kolloiden Stoffen und Salzen im AuBenwasser schnell zerstért wird. 

Der Verlust der Wirksamkeit kommt sehr wahrscheinlich nur 
durch Inaktivierung und durch Adsorption des Agens durch die 
Membran zustande. Auf die Geschwindigkeit, mit der diese Vor- 
giinge verlaufen, hat sicher die Reinheit der Lésungen besonderen 
KinfluB.') So lassen sich wohl auch die beobachteten Unterschiede 
erkliiren, die zwischen der Agensabnahme des Auszuges und der 
Elutionen bestehen. Von ausschlaggebender Bedeutung fiir den 
Agensverlust durch Inaktivierung bei der Dialyse scheint der 
eintretende Salzmangel zu sein. Die fortschreitende Verarmung 
der Liésung an Salzen macht sich duBerlich durch das Auftreten 
einer Triibung bemerkbar, die, ungefihr am 3. Tag, in eine fein- 
flockige Ausscheidung tibergeht. Solange die Triibung auf Koch- 
salzzusatz noch verschwand, war die Liésung wirksam. Sobald 
aber Fléckchen auftraten und nicht mehr in Lésung gingen, 
war die Wirksamkeit erloschen. Demnach hat die Entsalzung der 
Lisung eine Anderung des kolloiden Zustandes von Stoffen zur 





') Besonders deutlich zeigt sich beim Tetanus- und Diphtherietoxin 
der EinfluB, den die Reinheit der Giftlésungen auf die Toxinabnahme hat. 
Wiihrend eine 3tigige Dialyse von ,,Bouillontoxin“ in Fischblasen gegen 
flieBendes destilliertes Wasser einen Verlust von 10—20°/, bedingt, erleiden 
Liésungen, in denen die Toxine 240- bzw. 160fach so rein vorliegen als in 
den betreffenden Bouillontoxinen, innerhalb derselben Zeit 50 und mehr 
Prozent Verlust. 




















Zur Kenntnis d. carcinogenen Agens d. Hiihnersarkoms von P.Rous. 263 


Folge, die wohl eine Schutzwirkung ausiiben und an die das 
Agens sehr wahrscheinlich adsorptiv gebunden ist. Durch die 
Verinderung des Lisungszustandes des Agens und seiner niichsten 
Begleitstoffe geht die carcinogene Wirkung verloren. Wenn wir 
ferner fiir die Agensabnahme auch eine Adsorption des Agens 
durch die Blasenwand mitverantwortlich machen, so geschieht 
dies auf Grund von Beobachtungen, die wir am Beispiel des 
Tetanus- und Diphtherietoxins gemacht haben: hierbei gelang es 
bis zu 20°/, der wihrend der Dialyse in Verlust geratenen Gifte 
durch sehr verdiinntes Ammoniak bzw. Diammonphosphatlisung 
von der Blasenwand wieder abzulésen. 

Versuch: 150 cem eines durch Berkefeldkerze N filtrierten wiBrigen 
Auszuges, der nach der mitgeteilten Vorschrift gewonnen war, wurden in 
einer sorgfiltig gepriiften Fischblase unter Toluol im Eisschrank gegen 
3000 cem steriles, destilliertes Wasser, das mit Toluol bedeckt war, dialysiert. 
Die nach 48 Stunden entnommene Probe war getriibt; die Triibung ver- 
schwand auf Kochsalzzusatz. Geprift wurde die triibe Lésung. Im rest- 
lichen Blaseninhalt war nach 3 Tagen ein feinflockiger Niederschlag fest- 
zustellen, der auf Kochsalzzusatz nicht in Lésung ging. Vor Entnahme der 
Proben fiir die Priifung am Tier und die Trockengewichtsbestimmung 
schiittelten wir deshalb gut durch. Von 50 ccm der Suspension wurden die 
Flocken abgeschleudert und an 2 Hithnern gepriift: die Priifung verlief 
negativ. In Kontrollversuchen hatten wir die Volumenzunahme des Blasen- 
inhaltes bestimmt: Nach 2 tiigiger Dialyse blieb das Volumen konstant. Es 


betrug am Ende des 3. Tages 160 cem. 
Die Ergebnisse des Versuches sind in der Tab. 11 zusammengestellt. 


Tabelle 11. 





Geimpft Trocken- 
tie tconianiniins , gewicht | Asche 
Priparat nach mit Ergebnis von 5cem 
_ Stdn. cem g g 
WiBriger Auszug 5 | Tot nach 27 Tagen: Sarkom 0,0583 | 0,0360 
(Kontrolle) 5 Oa eC ek 
Blaseninhalt 48 5 | Tot nach 38 Tagen : Sarkom 0,0110 | 0,0014 
48 5 . ~~ On - : - — — 
48 10 ™  _ -e % - — —— 
48 10 ss yy a we % 9 — — 
72 5 lebt 0,0100 | 0,0008 
72 10 “9 a —— 
72 10 | Tot nach 14 Tagen : Kachexie —- 
AuBenwasser 72 10 lebt 
72 10 
72 10 
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V. Uber Adsorption und Elution des Agens. 


1. Adsorptiondurch Aluminiumhydroxyd, Kisenhydroxyd, 
Kaolin und Kobhle. 

In den letzten Jahren hat man verschiedentlich das Adsorptions- 
verhalten des carcinogenen Agens des Hiihnersarkoms gegen or- 
ganische und anorganische Stoffe untersucht. Zu diesen Versuchen 
verwandte man teils zellhaltige, teils zellfrei filtrierte, waBbrige Aus- 
ziige vom Hiihnersarkom. M. R. Lewis und H. B. Andervont?) 
fassen die Ergebnisse ihrer Versuche wie folgt zusammen: ,,Chicken 
tumor virus was not adsorbed by charcoal (except in one instance), 
baked kieselguhr, kaolin (except in one instance) or india ink. It 
was adsorbed an inactivated by carmine when more than 1,25 per 
cent of carmine powder was added to a 1—10 per cent extract 
of the tumor.“ Merkwiirdig sind die Beobachtungen der ameri- 
kanischen Forscher?), die sie bei der Kinwirkung von Tonerde und 
Aluminiumsalzen auf wiBrige, nicht durch,,Kerzen“ filtrierte Sarkom- 
ausziige gemacht haben: mehr als 10°/, Tonerde inaktiviert, weni- 
ger adsorbiert das Agens, ohne es zu inaktivieren. F. Pentimalli’) 
konnte feststellen, daB das Agens von Embryonalzellen des Huhns 
adsorbiert wird, daB dagegen regenerative Zellelemente, die einer 
Liision aus Brustmuskel entstammen, das Agens ebensowenig ad- 
sorbieren, wie Leukocyten des Hiihnerblutes. L. Milone‘) stellte 
vollstiindige Adsorption des Agens durch Kohle, Kaolin und Dia- 
tomeenpulver fest, aber keine an Bariumsulfat und Eisenoxyd- 
hydrat. KE. Frinkel und E. Mislowitzer®) fanden, daB das 
Agens durch Casein, Tierkohle, Kieselgur, Kaolin und Tonerde 
adsorbiert wird. 

Wir untersuchten das Adsorptionsverhalten des carcinogenen 
Agens im wibrigen Auszug gegen Aluminiumhydroxyd C, (Will- 
stitter-Kraut), Kisenhydroxyd(Willstitter, Kraut, Fremery) 
und elektroosmotisch gereinigtes Kaolin. Zu Vergleichszwecken 
zogen wir noch Carbo medicinalis Merck heran. Die waBrigen 
Ausziige, aus denen adsorbiert wurde, waren nach der angegebenen 
Vorschrift dargestellt. Da im allgemeinen die Adsorption in 
schwach saurer Lisung besser verliuft, als in schwach alkalischer, 


') Americ. journ. hygiene 7, 505 (1927). 

*) Bull. Johns Hopkins Hospital 41, 185 (1927); vgl. auch 40, 265 (1927). 

) C. f. allgem. Pathologie 40, 232 (1927). Uber Adsorption durch Hii- 
moglobin vgl. Cl. Pulcher, Z. f. Krebsforschung 52, 327 (1930). 

*) Arch. Sei. med. 52, 821 (1928); Ref. B. ges. Physiol. 49, 616 (1929). 

5) Z. f. Krebsforschung 27, 477 (1928); 29, 491 (1929). 
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hatten wir vorgezogen, bei p,, 5,8 und 6 zu absorbieren. Nur 
die Adsorption durch Kaolin wurde bei p,, 5,4 ausgefiihrt. Wir 
kénnen nicht sagen, ob das Optimum fiir die Adsorption des 
Agens bei dem von uns angewandten p,, liegt. Wir bemiihten 
uns auch nicht, dies festzustellen, da die Versuche nur dann zu 
eindeutigen Ergebnissen fiihren, wenn die Menge des Agens méglichst 
genau gemessen wird. Beachtet man die von p,, 5,4 an auftretende 
Triibung in der Lésung nicht, dann kann man das Adsorptions- 
verhalten des Agens auch noch im stirker sauren Auszug unter- 
suchen. Denn eine nennenswerte Schiidigung des Agens durch 
die Aciditét wird wihrend der Versuchszeit nicht eintreten, da 
nach M.R. Lewis und L. Michaelis?) das Agens im ,,Rohauszug“ 
erst von p, 4 an rasch zerstért wird. 

Das Agens wurde durch Tonerde, Kisenhydroxyd, Kaolin und 
Kohle adsorbiert. Ob dieser Befund fiir das Agens selbst, oder 
fiir sein Aggregat mit begleitenden Stoffen gilt, laBt sich ohne 
weiteres nicht entscheiden. Unsre Adsorptionsversuche sind nicht 
zablreich genug, um zu beurteilen, welchem Priiparat das bessere 
Adsorptionsvermégen zukommt. DaB das Agens durch Tonerde 
C. leicht adsorbiert wird, geht aus den Ergebnissen der Priifung 
von Restlésungen und Elutionen hervor (vgl. Tabelle 12), die Ver- 


Tabelle 12. 

















An- An- Priifung der oe 
re , crews , " ee urgebnis ”) 
gewandte gewandte Restlisung Elution *) ? 
Menge Pu Menge 
: Al,O.C Anzahl }Anzahl] poy. 
Auszug oT cem der  cem | der Rest Elution 
in cem = & Tiere | Tiere losung 
100 5,8 0,3000 50 = 2 1,0 2 en ee ae 
10,0 2 2,5 2 eas a cr 
5,0 : + + 
100 5,8 | 0,1500 | 2,5 2 1,0 2 oe ar 
5,0 2 2,9 2 Oo | te = 
10,0 ys 0,0 2 + + = 
100 5,8 0,0500 2,9 2 1,0 2 oe) ee 
9,0 3 2,0 y i ee a 
10,0 2 5,0 2 +O + + 
1) Ava. O. 2) Eluens: 0,05 °/,iges Ammoniak. 
°) — = lebt + = TodanSarkom oO = Tod an Kachexie oder O. B. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCVI. 18 
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suchen entstammen, bei denen mit wechselnden Mengen Tonerde 
bei konstantem p,, und gleichem Auszug adsorbiert wurde. Gleich- 
zeitig zeigen die Priifungsergebnisse in Tab. 12, daB die Aus- 
wertung fiir eine genauere Schitzung der Agensmenge noch un- 
zulinglich ist. 


Das verimpfte ‘onerdeadsorbat erzeugte, 


wird, in guter Ausbeute Sarkom. 


Tabelle 


wie in Tab. 13 belegt 





Versuchs- 


nummer 


l 


te 





5,0 
10,0 
10,0 


| 


Prifung 
Art der Lésung 


Auszug (Kontrolle) 
99 ” 
9) ” 
Restlésung 
” 
Adsorbat 
99 


” 


Restlésung 
”? 
Adsorbat 


” 


| Auszug (Kontrolle) 


” ” 


Restlésung 





Ob das Agens im Adsorbat 
13. 
Ergebnis 
Tot nach 22 Tagen: Sarkom 
”? ” 45 9 : ” 
”? ’ 25 ”? : ” 
lebt 
Tot nach 24 Tagen: Sarkom 
” ” 25 ”? 9 
lebt 


Tot nach 25 Tagen: Sarkom 


lebt 


Tot nach 32 Tagen: Sarkom 


” ” 31 9 : 9 
9 . 

” 9 28 ”? . ” 
9 

’ 9 29 ” ° ” 

” 9 40 ” : ” 


Getédtet nach 23 Tagen: Sarkom') 
Tot nach 45 Tagen: Sarkom 
Getétet nach 23 Tagen : Sarkom’) 
23 ” : ” ") 


lebt 


” 


9 ” 


9 
Tot nach 43 Tagen : Sarkom 


direkt oder durch ein Koadsorbens an der ‘'onerde haftet, ver- 
mégen wir nicht zu sagen. Das verimpfte Kohleadsorbat erzeugte 


1) Die Tiere wurden zwecks Entnahme von Material getotet. 
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nur in einem Falle Sarkom; in der Restlisung war noch reichlich 
Agens nachzuweisen. Es scheint, daB bei diesem Versuch zu 
geringe Mengen Kohle angewandt wurden. Wir wollen deshalb 
auch kein Werturteil iiber das Adsorptionsvermégen der Kohle 
abgeben. Die Kaolin- und Eisenhydroxydadsorbate wurden nicht 
auf ihre Wirksamkeit untersucht. Man darf aber als sicher an- 
nehmen, daB auch sie im Tier wirksam sind, da ihre Elutionen 
in den gepriiften Dosen Sarkom erzeugten. 

Versuch 1. 30 ccm eines keimfrei filtrierten Auszuges, mit 0,2 ecm 
n/10-Essigsiiure auf py 6 eingestellt, wurden mit 12 cem ‘Tonerdehydrat 
C, (= 0,1200 g Al,O,) einige Minuten kriiftig geschiittelt. Nach 12 Minuten 
wurde das Adsorbat bei 38000 Umdrehungen abgeschleudert. Die klare 
Restlésung war gegen Lackmus neutral. Vol. 41 cem. Das Adsorbat wurde 
2mal mit physiologischer Kochsalzlisung gewaschen und dann in 80 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung suspendiert. Priifungsergebnis in Tabelle 13. 

Versuch 2. 30cem vom gleichen Auszug wie bei 1, mit 0,2 cem 
n/10-Essigsiure auf p, 6 gebracht, wurden mit 6 cem Tonerdesuspension 
C, (0,0600 g Al,O,) gut geschiittelt und die Suspension nach 12 Min. zentri- 
fugiert. Restlisung klar, Vol. 35 cem. Das Adsorbat wurde 2 mal gut ge- 
waschen und in 30cecm physiologischer Kochsalzlésung aufgeschlemmt. 
Priifungsergebnis in Tabelle 13. 

Versuch 3. 100 ccm eines wiibrigen Auszuges wurden mit 0,75 cem 
n/10-Essigsiure auf py 6 gebracht und mit 1 g Carbo medicinalis Merck 
wiihrend 12 Min. behandelt. Nach dem Zentrifugieren zeigte die Restlésung 
durch Kohle eine schmutziggriine Farbe, die durch Filtration zum gréBten 
Teil beseitigt werden konnte. Das Kohleadsorbat wurde 2 mal mit Koch- 
salzlésung gewaschen und in 100 cem Kochsalzlésung suspendiert. Priifungs- 
ergebnis in Tabelle 13. 


Kine Beobachtung scheint noch der Mitteilung wert zu sein: 
Bestimmt man das p,, der Restlésung, so findet man, daB das p,, 
sich wieder dem des angewandten Auszuges geniihert, oft es 
sogar tiberschritten hat. Wir bemerken, daB die elektrometrischen 
p,-Bestimmungen scharf ablesbare Werte gaben; diese sind in 
der Tabelle 14 zusammengestellt. 


Tabelle 14. 





Po des Auszugs | py vord. Adsorption} Adsorbens [py n.d. Adsorption’) 
7,27 6,00 Tonerde C, 7,25 
7,18 5,82 ». & 6,87 
7,18 5,82 Eisenhydroxyd 7,24 
6,78 5,00 Tonerde C, 7,06 











1) Die aus den Adsorbaten hergestellten Elutionen waren wirksam. 
18* 











968 Ernst Maschmann und Bruno Albrecht, 


2. Elution des Agens 
aus dem Tonerde-, Kisenhydroxyd- und Kaolinadsorbat. 


Fiir die Zerlegung der Adsorbate war die Feststellung von 
M. R. Lewis und L. Michaelis?) von Bedeutung, daB das Agens 
auch in stirker alkalischem Milieu und zwar bis p,, 12 kurze Zeit 
bestiindig ist. Nachdem die Adsorbierbarkeit des Agens und seine 
Wirksamkeit im Adsorbat erwiesen waren, kam es nur noch auf die 
technischen MaBnahmen an, um wirksame Elutionen zu erhalten. 
Wir haben gefunden, daB man das Agens aus dem Tonerde-, 
Kisenhydroxyd- und Kaolinadsorbat durch alkalische Phosphat- 
lésungen und durch sehr verdiinntes Ammoniak in guter Ausbeute 
eluieren kann. Vor kurzem teilten KE. Friinkel und EK. Mislo- 
witzer?) mit, daB sich das Agens aus Tonerdeadsorbaten durch 
Phosphatlésungen eluieren laBt, daB aber die Ausbeute an wirk- 
samen Elutionen nicht befriedigte, da von 21 Loésungen nur & 
wirksam waren. Im Gegensatz zu diesen Erfahrungen fanden wir 
bei allen unsren Elutionen, daB sie in den verimpften Mengen 
typische Roussarkome erzeugten. Wir kénnen nicht sagen, ob durch 
Phosphatlésungen oder Ammoniak die gleichmibigsten Resultate 
erzielt werden, da unsre Versuche nicht zahlreich genug und die 
Bestimmungen des Agensgehaltes der Elutionen nicht genau genug 
sind. Wir bevorzugten zum Zerlegen der Adsorbate sebr ver- 
diinntes Ammoniak, weil das Weiterverarbeiten von Ammoniak- 
elutionen einfacher ist: um Elektrolyte zu beseitigen, geniigt eine 


) Ava. QO, 

*) Z. Krebsforschg. 29, 491 (1929); 31, 378 (1930). — Frinkel und 
Mislowitzer iuBern sich in der erst zitierten Arbeit (a. a. O., 8.479) wie 
folgt: ,,Es wiire verfriiht, in diesen wenigen Befunden cinen sicheren Beweis 
fiir eine Anreicherung zu sehen, und daraus etwa entsprechend den Arbeiten 
von Willstiitter bei den Fermenten den sicheren SchluB auf die Ferment- 
natur des Agens zu ziehen.‘’ Hierzu méchten wir nur bemerken, daB die 
Tatsache der Anreicherung allein noch keinen SchluB auf die enzymatische 
Ligenschaft des Agens erlaubt. Aus Absatz 1 der Zusammenfassung der 
oben an zweiter Stelle zitierten Arbeit sei noch folgender Satz hervorgehoben 
(a.a.O., 5.181): ,,Die Darstellung des blastogenen Agens mit dieser Methode 
hatte also zu keiner Anreicherung desselben gefiihrt.“* Dies konnte aber nur 
dann schliissig behauptet werden, wenn Menge (Ausbeute) und Konzentration 
(Reinheitsgrad) des Agens im Auszug und in der Elution quantitativ verfolgt 
worden wiiren; dahinzielende Bestimmungen, bzw. Angaben dariiber, fehlen 
jedoch. Im iibrigen diirfte der Versuch, aus an sich unwirksamen Ausziigen 
mit Hilfe des Adsorptionsverfahrens wirksames Agens zu gewinnen, aussichts 
Jos sein. 
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kurzdauernde Dialyse, um erneut aus der Elution zu adsorbieren, 
bedarf es lediglich einer Einstellung des p,. 


Zur Bestimmung des Trockenriickstandes dialysierten wir die 
Ammoniakelutionen 24 Stunden aus Fischblasen gegen flieBendes 
destilliertes Wasser, wobei die Lésungen ihre carcinogene Wirksam- 
keit einbiiBten. An weiteren Beispielen muB gepriift werden, ob 
bei 24 stiindiger Dialyse von Ammoniakelutionen das Agens stets 
inaktiviert wird. Die dialysierten Elutionen gaben noch deutlich 
die charakteristischen Farb- und Fallungsreaktionen des EiweiBbes. 
Den Trockenriickstandsbestimmungen kommt nur orientierender 
Wert zu: sie besagen immerhin so viel, das nur ein Bruchteil der 
im Auszug vorhandenen organischen Substanzen in die Elution 
iibergegangen ist. 

Die vorliegenden analytischen Daten geniigen noch nicht, um 
die Menge und die Konzentration des Agens in den erhaltenen 
Lésungen mit einiger Genauigkeit zu schiitzen. Wir kénnen des- 
halb auch nicht beurteilen, ob durch Adsorption mit Tonerde, 
Hisenhydroxyd und Kaolin eine Steigerung des Reinheitsgrades 
des Agens erzielt wurde. 


Durch Verimpfen zweimal 20 bzw. 40 Minuten lang mit 2?/, 
Ammonphosphatlésung bzw. mit 0,05°/,igem Ammoniak behandelter 
‘Tonerdeadsorbate, die mit pliysiologischer Kochsalzlésung auf die 
Halfte des Ausgangsvolumens verdiinnt wurden, konnten noch 
Sarkome erzeugt werden. Wir beschriinkten uns auf eine | stiindige 
Behandlung der Adsorbate, um das Agens nicht allzu lang mit 
Ammoniak in Berithrung zu lassen. Da wir beobachteten, daB mit 
verdiinnterem Ammoniak, als wir zur Elution benutzten, farbgebende 
Stoffe vom Adsorbat rasch gelést wurden, und diese Lésungen 
unwirksam waren, wird man vielleicht eine fraktionierte Elution 
mit Aussicht auf Erfolg anstreben kénnen. 

Versuch 1. Aus 30 cem eines wiiBrigen, keim- und zellfreien Sarkom- 
auszugs, der durch 0,2 cem n/10-Essigsiiure auf p,;, 6 gebracht war, wurde 
mit 0,050 g Al,O,C, ein Adsorbat gewonnen. Nach zweimaligem Waschen 
mit physiol. Kochsalzlésung wurde das Adsorbat mit je 15 cem 1°/,iger 
Diammonphosphatlésung 20 bzw. 40 Minuten eluiert. Die vereinigten Elu- 
tionen wurden mit 1 ccm 2 n-Essigsiiure versetzt und auf 30 cem aufgefiillt. 
Das Ergebnis der Priifung findet sich in Tab. 1. 


Versuch 2. Aus 30cem desgleichen Auszugs wie Versuch 1 wurde 
genau so wie unter 1 ein Adsorbat hergestellt. Eluiert wurde mit 15 bzw. 
10 eem 2?/, Ammonphosphat (bestehend aus 57 Volumteilen 1°/,iger Di- 
ammonphosphatlésung, 3 Teilen n-NH,, 40 'Teilen Wasser) 20 bzw. 40 Minuten. 
Die vereinigten Elutionen neutralisierte man und fiillte sie auf 30 cem auf. 
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Das eluierte Adsorbat wurde einmal gewaschen und in 15 cem physio- 
logischer Kochsalzlésung suspendiert. Priifungsergebnis in Tab. 16. 

Versuch 8. Die Darstellung des Adsorbates geschah genau so wie 
unter Versuch 1. Das Adsorbat wurde mit 15 bzw. 10 eem 0,05°/,igem 
Ammoniak 20 bzw. 40 Minuten eluiert. Die vereinigten Elutionen waren 
triib und muBten durch eine diinne Kieselgurhaut klar filtriert werden. Das 
Filtrat fiillte man nach Zusatz von 0,7 ccm n-Essigsiiure auf 30 eem auf. 
Das eluierte Adsorbat wurde nach dem Waschen in 15 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung aufgeschlemmt. Das Priifungsergebnis findet sich in 
Tab. 17. 

Versuch 4. 100 ccm eines wibrigen, keiin- und zellfreien Auszuges, 
die mit 1,5 cem n/10-Essigsiure auf py 5,80 eingestellt waren, wurden 
12 Minuten mit 0,150 g Al,0,C, behandelt. Das Adsorbat, zweimal ge- 
waschen, wurde mit je 40 cem 0,05°/,igem Ammoniak 20 bzw. 40 Minuten 


Tabelle 15. 

















Geprifte Dosis ; ; 
Art der Lésung —_ Ergebnis 
in ecm 
Wibriger Auszug 2,5 Tot nach 22 Tagen: Sarkom 
(Kontrolle) 2.5 i og Se - 
2,9 ” ” 24 ” ” 
lution 5,0 Tot nach 25 Tagen: Sarkom 
5,0 ~ »  w m 
10,0 lebt 
10,0 Tot nach 34 Tagen: Sarkom 
Tabelle 16. 
Kontrollen wie Tabelle 15. 
Klution 5,0 Tot nach 37 Tagen: Sarkom 
5,0 - » 2 - 
10,0 we oe SE wy ” 
10,0 » 9 24 4 ” 
Eluiertes Adsorbat 5,0 Tot nach 47 Tagen: Sarkom 
5,0 - i; Seg 
Tabelle 17. 
Kontrollen wie ‘T'abelle 15. 
Elution 5,0 Tot nach 24 Tagen: Sarkom 
5,0 - » - ” 
10,0 lebt 
10,0 Tot nach 84 Tagen: Sarkom 
Elniertes Adsorbat 5,0 Tot nach 45 Tagen: Sarkom 
5,0 lebt 














- Seager 








, 
‘ 
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eluiert. Die vereinigten Elutionen kliirte man durch Kieselgurtiltration. 
Nach Zusatz von 2 ccm n-Essigsiiure, fiillte man auf 100 cem auf. 50 cem 
Elution wurden in einer sogenannten Fischblase unter Toluol 24 Stunden 
bei + 5° dialysiert. Das Dialysat war getriibt und wurde durch Filtration 
gekliirt. Volumen 55 cem. Biuret-, Millon- und Ninhydrinreaktion positiy. 
Das Priifungsergebnis findet sich in Tab. 18. 





a 


Versuch 5. 500 cem waBriger Auszug, mit 7,5 ccm n/10-Essigsiiure 
auf p;; 6 eingestellt, behandelte man mit 1,050 g Al,O,C,. Nach zweimaligem 


Tabelle 18, 





























1) Nach Abzug des NaCl-Gehaltes. 


‘ Geprifte Dosis ‘ ; Trockengew. 
Art der Lisung PY irgebnis api 
in cem 5 ccm 
WiBriger Auszug 0,5 Tot n. 28 Tagen: Sarkom | 09,0157 g! 
(Kontrolle) 0,5 — me “ 
1,0 i ee . 
1,0 put? + aA 
Restlésung 10,0 Tot n. 48 Tagen: Sarkom 
10,0 99-99 9S 5, ” 
Elution 1,0 Tot n. 27 Tagen: Sarkom 
1,0 lebt 
2,5 Tot n. 35 Tagen: Sarkom 
2,5 Lb] ” 25 ”? 9 
Dialysierte Elution | nicht gepriift 0,0016 g 
Tabelle 19. 
Gepriifte Dosis ‘ 
Art der Lésung P! Ergebnis 
in eem 
WiBriger Auszug 5,0 Tot nach 27 Tagen: Sarkom 
(Kontrolle) 5,0 ae « - 
| Restlésung 10,0 lebt 
; 10,0 
» © . 
i Elution 2,5 Tot nach 16 Tagen: Kachexie 
| 2,5 i ee Sarkom 
5,0 3H ,, Ys 
5,0 lebt 
Dialysierte Elution 5,0 lebt 
5,0 
10,0 
10,0 
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Waschen eluierte man mit je 125 ecm 0,05°/,igem Ammoniak 20 bzw. 
40 Minuten. Die triiben, vereinigten Elutionen wurden durch Kieselgur filtriert, 
das Filtrat mit 6ecm n-Essigsiiure versetzt und auf 500ccm aufgefiillt. 100cem 
Elution wurden einer 24stiindigen Dialyse unterworfen. Im Dialysat batten 
sich Flocken abgeschieden, von denen abfiltriert wurde. Das Dialysat zeigte 
siuret-, Millon- und Ninhydrinreaktion. Priifungsergebnis in Tab. 19. 


Tabelle 20. 














- Geprifte Dosis ’ ; Trockengew. 
Art der Lisung p Ergebnis : 8 
in cem 5 eem 
WiabBriger Auszug 0,0157 g?) 
(Kontrolle) wie bei Tab. 18 
Restlésung 10.0 lebt 
10,0 . 
Elution 2,5 Tot n. 37Tagen: Sarkom 
2,5 lebt 
5,0 Tot n. 42 Tagen: Sarkom 
5,0 Totn. 46 ,, ‘“ 
Dialysierte Elution ohne Wirkung 0,0018 g 
Tabelle 21. 
Kontrolle wie in Tab. 18 0,0157 g) 
Restlésung 10,0 lebt 
10,0 . 
Klution 1,0 Tot n. 37 Tagen: Sarkom 
1,0 lebt 
2,5 99 
2,5 Tot n. 36 Tagen: Sarkom 
5,0 » eee * Kachexie 
5,0 na 0 Sarkom 
Dialysierte Elution ohne Wirkung 0,0030 g 











Versuch 6. Aus 100 cem vom gleichen Auszug wie bei Versuch 4 
wurde bei p,;; 5,80 mit 0,1500 g Fe,O, ein Adsorbat erzeugt. Nach zwei- 
inaligem Auswaschen eluierte man mit je 40 cem 0,05°/,igem Ammoniak 
20 bzw. 40 Minuten. Die triibe Elution wurde durch Kieselgurfiltration 
vekliirt, das Filtrat mit 2 cem n-Essigsiiure versetzt und auf 100 cem auf- 
gefiillt. 50 cem Elution wurden 24 Stunden gegen flieBendes destilliertes 
Wasser dialysiert. Vom abgeschiedenen Eisenhydroxyd filtrierte man ab. 
Volumen 60 cem. Biuret-, Millon- und Ninhydrinreaktion positiv. Die Rest- 
lésung war durch kolloidales Eisenhydroxyd gefiirbt; durch Kieselgurfiltration 
blaBte die Farbe ab. Das Priifungsergebnis findet sich in der Tab. 20. 


') Nach Abzug des NaCl-Gehaltes. 
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Versuch 7, Aus 100 cem eines wiiBrigen Auszuges wurde bei py, 5,4 
mit 3g Kaolin ein Adsorbat gewonnen. Nach zweimaligem Auswaschen 
wurde das Adsorbat mit je 40 ccm 0,05°/,igem Ammoniak 20 bzw. 40 Minuten 
behandelt. Die vereinigten Elutionen klirte man durch Kieselgurfiltration. 
Nach Zusatz von 1,75 cem n-Essigsiure wurde die Elution auf 100 ecm auf- 
gefiillt. 50cem Elution dialysierte man 24 Stunden in einer Fischblase gegen 
flieBendes destilliertes Wasser. Das Dialysat filtrierte man, da es von nach- 
triiglich ausgefallenem Kaolin getriibt war, durch eine Kieselgurhaut. Vo- 
lumen 58 ecm. Es zeigte Biuret-, Millon- und Ninhydrinreaktion. ‘Tab. 21 
enthiilt das Priifungsergebnis. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird ein Verfahren zur Darstellung wirksamer, keim- 
und zellfrei filtrierter wiBriger Ausziige aus frischem Sarkom- 
material angegeben. In den waBrigen Ausziigen, die unter Toluol 
im Hisschrank aufbewahrt wurden, war das Agens ungefihr 
10 Tage bestiindig. 

2. Durch Verdampfen des wiBrigen Auszuges im Exsiccator 
oder durch Destillation im Vakuum werden wirksame ‘T'rocken- 
riickstinde gewonnen. In diesen ist das Agens monatelang be- 
stindig. 

38. Das Agens kann dem frischen Sarkom durch Glycerin 
entzogen werden. Im Glycerinauszug, der im Kisschrank aufbewahrt 
wurde, war nach 30 Tagen noch wirksames Agens enthalten. 

4. Die mechanische ,,MiBhandlung“ des getrockneten Sarkom- 
materials schidigt das Agens — soweit qualitative Bestimmungen 
dariiber aussagen — nicht. 

5. Die Darstellung wirksamer, keim- und zellfrei filtrierter 
Ausziige aus getrocknetem Sarkompulver gelang bisher nur in 
einem Falle. 

6. Durch Trocknung des Sarkoms mit Aceton—Ather wurde 
nur einmal ein wirksames ‘Trockenpulver gewonnen. 

7. Das Agens tritt nicht durch tierische Membran hindurch. 
Der waBrige Auszug kann 48 Stunden bei + 5° dialysiert werden, 
ohne daB er einen allzugroBen Wirkungsverlust erleidet. 

8. ‘Tonerde C,, Eisenhydroxyd und Kaolin adsorbieren das 
Agens bei p,, 6 leicht. Das gepriifte Tonerdeadsorbat erzeugte 
in guter Ausbeute Sarkom. 

9. Das Agens wird aus dem Tonerde-, Kisenhydroxyd- und 
Kaolinadsorbat durch alkalische Phosphatlésungen und sehr ver- 
diinntes Ammoniak freigemacht. Die Elutionen erzeugten in guter 
Ausbeute Sarkom. 
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Anmerkung bei der Korrektur. 

1. In der voranstehenden Mitteilung wurde ausgefihrt, daB 
der Versuch, durch Ansiuern des wibrigen Sarkomauszuges einen 
wirksamen Niederschlag zu gewinnen, erfolglos verlaufen war. Vor 
kurzem unternahmen wir einen weiteren Versuch in dieser Richtung. 
Wir fanden nun, daB sowohl der Niederschlag, der aus einem mit 
Kssigsiure auf p,, 4,6 gebrachten keimfrei filtrierten waBrigen 
Sarkomauszug gewonnen wurde, als auch die Restlisung wirk- 
sam waren. Die Wirksamkeit der Restlésung war, soweit die 
hisherige Vergleichsméglichkeit einen solchen SchluB erlaubt, ebenso 
groB wie die des gelésten Niederschlages. Bei der Priifung am 
Tier wurden groBe Dosen verimpft, um sicher nachweisen zu kénnen, 
ob eine der beiden Lésungen Agens in wirksamer Form enthielt. 
Die Versuchsbedingungen miissen so abgeiindert werden, daB nur 


noch eine der beiden Fraktionen das wirksame Agens enthilt. 

Versuch: 50 ccm eines auf 0° abgekiihlten Auszuges wurden mit 
8 cem n/10-Essigsiiure versetzt (py = 4,6). Nach 30 Minuten langem Auf- 
bewahren der Lésung in Eiswasser schleuderten wir den flockigen Nieder- 
schlag bei 4500 Umdrehungen (15 Minuten) ab. Der Niederschlag wurde mit 
Wasser gewaschen, in 0,85°/,iger NaCl-Loésung suspendiert und mit ver- 
diinntem Alkali in Lésung gebracht, und diese auf 50 cem aufgefillt. Die 
Lésung opaleszierte schwach. Die Restlésung neutralisierten wir mit 3 ccm 
n/10-Natronlauge (Vol. = 52 cem) und klirten sie durch Kieselgurfiltration. 
Das Ergebnis der Priifung zeigt Tab. 22. 


Tabelle 22. 





Art der Lisung |Huhn Nr.]Geimpft am | ccm | Tot am Ergebnis 
892 13. 2. 10 9. 3. Sarkom 
Restlsung 893 13. 2. 10 a. &. - 
894 3. 2. 10 9. 3. av 
895 13. 2. 10 7. 3 Sarkom 
Niederschlag | 896 13. 2. 10 12. 3. ‘ 
897 13. 2. 10 dD. 3. ” 

















2. Das Ergebnis eines in den letzten ‘lagen abgeschlossenen 
Versuches gestattet ein Urteil iiber die Frage, ob zur Erzeugung 
eines Sarkoms durch den keim- und ,,zellfrei“ filtrierten wiBrigen 
Sarkomauszug das Mitverimpfen von Kieselgur (oder Kaolin) not- 
wendig ist oder nicht.') Schon vor einiger Zeit fand E. Frinkel?), 


1) Z. B. schreibt B. Fischer-Wasels, Handbuch d. norm. u. path. 
Physiologie hrg. von A. Bethe u. a. Bd. 14, (1927), 2. Hilfte. Teil 2, 8. 1341, 
und zwar $. 1547, ,,daB zur erfolgreichen Ubertragung dieser Hiihnersarkome 
durch cin Berkefeldfiltrat der Zusatz von Kieselgur bei der Injektion not- 
wendig ist‘, 2) Z. f. Krebsforschg. 25, 407 (1927). 
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dab ... die Impfung mit Blut, Blutkérperchen, Blutserum und 
Milz (tumorkranker Hiihner)') auch bei einer Reihe von Tieren 
angegangen ist, bei denen weder Kieselgur noch irgendeine zweite 
Substanz sonst eingespritzt wurde“. Danach ist es nach Frinkel 
,héchstwahrscheinlich, daB auch das zellfreie Agens des Rous-Tumors 
allein, ohne einen zweiten Faktor, imstande ist, ‘'umoren zu erzeugen“. 
Diese Annahme bedurfte noch des experimentellen Beweises. 
Zu unserem Versuch wurde ein wiBriger Sarkomauszuy an- 
gewandt, der nach der mitgeteilten Vorschrift dargestellt war. 
Das Ergebnis dieses Versuches, das Tab. 23 zeigt, besagt, das die 
Erzeugung von Sarkom durch ,,Berkefeldfiltrate“ nicht von der 
Gegenwart kleinster Mengen Kieselgur abhingig ist. Da 
die Wachstumsdauer der einzelnen Sarkome, trotz des nicht ein- 
heitlichen Tiermaterials, das uns zur Verfiignng stand, sich nur 
wenig voneinander unterscheidet, kann Kieselgur auch keinen 
fordernden EinfluB auf die Zeitdauer des ,Angehens“ 
haben. Dagegen entscheidet der Versuch nicht dariiber, ob an 
sich zur Sarkombildung durch ,,Berkefeldfiltrate‘‘ ein durch einen 
Reiz geschaffenes Reaktionsmilieu irgendwelcher Art notwendig 
ist, denn ,schon der durch die Filtratverimpfung im Gewebe er- 
zeugte mechanische Reiz*) kénnte allein geniigen, um die fiir 
eine Reaktion giinstigen Bedingungen zu setzen. 
Tabelle 23. 








Huhn Geimpft [ 


Auszug Nr. io ecm] Tot am Ergebnis 
880 | 138.2. 0,5 | 16. 3.8) | Sarkom (stark nekrotisch) 
881 138. 2. 0,5} 18. 8. - (solides Tumorgewebe) 
Mit 882 18. 2. HOt 16. 3. »  (hiamorrhagisch) 
Kieselgur | 83 | 13.2. 1,0 lebt ohne Befund 
884 18. 2. 2,5 9. 3. Sarkom (solides Tumorgewebe) 
885 |} 13.2. | 2,5] 16. 3.3) " e 
886 13. 2. 0,5 | 16. 3.5) | Sarkom (stark nekrotisch) 
887 13. 2. 0,5] 15. 3. ,,  (solides Tumorgewebe) 
Ohne 888 | 13.2 1,0] 11.3. »,  (hamorrhagisch) 


, 3 
Kieselgur }} 889 | 18. 2. 1,0 | 10, 3. »  (solides 'T'umorgewebe) 
890 | 13. 2. 2,5 7 17. 2. Peritonitis 

891 13. 2. 3, 11. 3. Sarkom (himorrhagisch) 


























‘) Von uns hinzugefiigt. Die Milz war metastasenfrei. 
*) E. Haagen, Klin. Wochschr. 6, 1272 (1927). 
5) Getétet; Hiihner waren alle sehr krank. 








Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XXX. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterindr-physiologischen Instituts 
der Universitaét Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Marz 1931.) 


I, Uber die Oximino-amino-tetracarbonsdure C,,H,.N,0, 
der Biliansaurereihe. 


Biliansiiure-dioxim und Isobiliansiure-dioxim gehen unter der 
Kinwirkung heifer Schwefelsiure durch Beckmannsche Um- 
lagerung eines Ketoximringes in Oximlactame (I) iiber, die durch 
kurzdauerndes Erhitzen mit Salzsiure Ketolactame (II) liefern, 
Kocht man die Ketolactame lingere Zeit mit Salzsiiure, so wird 
der Lactamring aufgespalten und es entstehen die entsprechenden 
Aminosiiuren (III). Im Falle der Isobiliansiiure lieB sich die 
Aminosiiure auch in Gestalt ihres gut krystallisierenden Chlor- 
hydrats gewinnen'), das Biliansiurederivat war aber bisher in reiner 
Horm nicht zu isolieren. Erneute, zu diesem Ende angestellte 
Versuche ergaben, daB die von Biliansiure sich ableitende Amino- 
siure mit Kupferacetat eine schwerlésliche Kupferverbindung liefert. 
Aber auch nach Zerlegung dieser Kupferverbindung durch Schwefel- 
wasserstoff und Kindampfen des Filtrats von Schwefelkupfer lieB 
sich aus dem Riickstand ein krystallisierter Stoff nicht darstellen. 
Man erhielt zwar gelegentlich Krystalle, aber in so geringer 
Menge, daB damit nichts anzufangen war. Es wurde deshalb 
vorliufig darauf verzichtet, die Ketoaminosiiure selbst zu isolieren. 
(im sie aber wenigstens in irgendeiner Form zu kennzeichnen, 
sah man sich nach einem geeigneten Derivat um. Als solches 
muBte sich das Oxim empfehlen, denn dieses mute mit einer gut 
krystallisierenden Verbindung identisch sein, die ich vor einer 


') M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 183, 183 (1929). 
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Reihe von Jahren aus Biliansiiure-oximlactam direkt erhalten 
hatte.) Das Oximlactam (I) wurde damals mit 20°/ iger Salzsiiure 
1 Stunde lang am RiickfluBkiihler gekocht und die salzsaure Lisung 
hierauf im Vakuum iiber Atzkalk bei gewdhnlicher Temperatur 
zur Trockne gebracht. Aus dem Riickstand lieB sich mit Hilfe 
einer Kupferverbindung ein krystallinischer Stoff von der Zusammen- 
setzung C,,H,,.N,O, isolieren. In diesem Stoff glaubte man damals 
eine Lactam-aminosiure zu sehen, da das durch Beckmannsche 
Umlagerung aus Biliansiiure-dioxim entstehende Produkt als 
Dilactam aufgefaBt wurde. Nachdem aber spiiter gemeinsam mit 
H. Kirchhof?) festgestellt worden war, daB das Umlagerungs- 
produkt ein Oximlactam ist, konnte der Verbindung C,,H,,N,O, 
nur die Struktur einer Oximino-aminosiiure (LV) zukommen. Diese 
Siure IV muBte unter den besonderen Bedingungen des Versuchs 
aus der zuniichst gebildeten Keto-aminosiiure (III) durch Wieder- 
oximierung entstanden sein. 

Die Ketolactamtricarbonsiure I] wurde nun liingere Zeit mit 
20°/oiger Salzsiiure gekocht und zu der salzsauren Lésung die 
einer CO-Gruppe aquivalente Menge Hydroxylaminchlorhydrat hin- 
zugegeben. Nachdem die Fliissigkeit im Vakuumexsiccator iiber Atz- 
kalk zur Trockne gebracht war, gelang es, aus dem Riickstand mit 
Kupferacetat eine Kupferverbindung zu gewinnen, die nach Zer- 
legung durch Schwefelwasserstofi usw. einen Koérper in schénen 
Krystallen lieferte. Er erwies sich als identisch mit der aus dem 
Oximlactam direkt erhaltenen Verbindung C,,H,,.N,O,. Zugleich 
hat dieser Versuch ergeben, daB auch bei Gallensiureabkémmlingen 
in geeigneten Fallen die Methode der ,sauren Oximierung* an- 
wendbar ist. 

Noch auf einem anderen Wege konnte man mdglicherweise zu 
der Oximino-aminosiure LV gelangen. Gemeinsam mit H. Kirch- 
hof*) ist gezeigt worden, daB aus dem Oximlactam I bei tage- 
langer Kinwirkung von Salpetersiiure eine farblose krystallinische 
Substanz von der Formel C,,H,,N,O,, entsteht. Nach den bisher 
vorliegenden T'atsachen ist es sehr wahrscheinlich, daB diese Sub- 
stanz eine Nitro-aminosiure darstellt, die sich von dem Korper LV 
nur dadurch unterscbeidet, daB sie an Stelle der Gruppierung 
—CH,—C(: NOH)— die Iecilionen —CH=C(NO,)— enthilt. Ks 
bestand daher die Méglichkeit, die Verbindung ( ’, H,,N,0,, durch 


') Diese Z. 104, 284 (1919). 2) Diese Z. 177, 280 (1928). 
’) Diese Z. 189, 85 (1930). 





278 Martin Schenck, 


Reduktionsmittel in die Oximino-aminosiure IV iiberzufiihren, 
ebenso wie sich die Nitro-hydroxamsiure C,,H,,N,O, zur Oximino- 
hydroxamsiiure C,,H,,.N,O, reduzieren libt.') Bei der Reduktion 
der Nitro-aminosiure mit “Zinkstaub und Ammoniak sowohl, als 
auch mit Natriumamalgam wurde nun zwar ein Produkt erhalten, 


das mit Kupferacetat eine schwerlésliche Kupferverbindung gab, 


aus dieser lieB sich aber durch Zersetzung mit Schwefelwasserstoft 


usw. nichts Brauchbares herausholen, wenn auch ein Anzeichen 
dafiir vorhanden war, daB sich bei der Reduktion eine Oximgruppe 
gebildet hatte. In diesem Zusammenhang sei auch erwihnt, daB 
versucht wurde, die Nitro-aminosiure C,,H,,N,O,, durch laingeres 
Kochen mit Natronlauge in die Keto-aminosiiure IIT titberzufihren 
(vel. den Ubergang der Nitrohydroxamsiure OC, 4H,,N,0, in Bilian- 
siure’)]. Ferner oxydierte man die Nitro-aminosiure in alkalischer 
Lésung mit Permanganat. Auch in diesen beiden letztgenannten 
Fiillen erhielt man mit Kupferacetat schwerlésliche Kupfer- 
verbindungen, deren weitere Verarbeitung aber noch nicht zu greif- 
baren Ergebnissen gefiihrt hat. 


II. Oxydation der Oximino-aminosaure C, ,H..N,0, (Biliansaurereihe) 
mit alkalischer Permanganatlosung. 


Bereits bei meinen damaligen Versuchen mit der Oximino- 
aminosiiure IV (vgl. oben) hatte ich festgestellt, daB sich aus dieser 
Siure mit Hilfe von heiBer alkalischer Permanganatliésung ein 
neuer krystallinischer Stoff gewinnen liBt, der ebenfalls iiber eine 
Kupferverbindung rein dargestellt werden kann (unveréffentlichte 
Beobachtung). Dieser Versuch ist jetzt mehrfach wiederholt worden ; 
das Resultat war dabei das gleiche, ob man die Oximino-amino- 
siiure aus dem Oximlactam J direkt oder aus dem Ketolactam II, 
durch Aufspaltung und Oximierung, herstellte. Von vornherein konnte 
man erwarten, dab die Oximino-aminosiure unter der EKinwirkung 
des Permanganats die Keto-aminosiure III liefern wiirde [vgl. den 
unter ahnlichen Bedingungen sich vollziehenden Ubergang des 
Oximlactams I in das Ketolactam II%)]. Es ist auch nicht aus- 
geschlossen, dab Verbindung III entsteht, nur ist sie nicht in reiner 
Form zu fassen. Das, was sich in krystallinischer Gestalt isolieren 
]aBt, ist ein anderer K6rper, der merkwiirdigerweise noch die beiden 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 183, 88 (1929). 
2) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 181, 185 (1929). 
’) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 176, 187 (1928). 
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Stickstofiatome des Ausgangsmaterials enthilt. Anscheinend be- 
sitzt er entweder die gleiche Zusammensetzung wie die Oximino- 
aminosiiure oder hat eine im Vergleich zur Ausgangssubstanz um 
2 Wasserstoflatome iirmere Formel. Bei der Bildung der neuen 
Verbindung erfahrt offenbar die Oximgruppe eine Umwandlung, 
denn sie JaBt sich im Reaktionsprodukt nicht mehr, nach Kochen 
mit Salzsiure usw., mit Fehlingscher Lésung nachweisen. Welcher 
Art aber diese Umwandlung ist, muB vorliufig dahingestellt bleiben. 
Bemerkt sei noch, daB das Reaktionsprodukt beim Erwiirmen mit 
konzentrierter Schwefelsiure und Diphenylamin bzw. Phenol keine 
Farbenreaktionen gibt. Es soll versucht werden, den neuen Kérper 
auf eine andere Weise darzustellen und so u. U. Anhaltspunkte 
fiir die Aufklirung seiner Konstitution zu gewinnen. 

In den nachstehenden Formeln muB u. U. die NH-Gruppe 
mit dem benachbarten Carbonyl bzw. die NH,-Gruppe mit dem 
entsprechenden Carboxyl den Platz tauschen. 


C: NOH CO 
Pi Pia 
CH, C CH, C 
C,,H,, *COOH | C,,H,,- COOH 
CH C CH C 
ie stn al 
I COOH C———CH, IT COOH © —CH, 
| NH | NH 
| 
| 
COOH CH CO COOH CH CO 
Y iil “aaa Sy 
Um, CH, CH, CH, 
Bilianséure-oximlactam, Ketolactam, 
Cy4HegNy 0. C44H,3NOg. 
CO C: NOH 
i i Pine 
CH: C Cll, C 
| | | o,.41,-C001 | C,,H,,» COOH 
CH OC cH OO 
Pla al , i al 
Ili COOH C———-CH, Iv COOH C———-CH, 
| | 
NH, | NH, 
COOH CH COOH COOH CH COOH 
CH, H, CH, CH, 
Ketoaminosiure, Oximinoaminosiure, 


C,,.H;,NO,. 


C,,H,.N, Oy. 
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Beschreibung der Versuche. 


Zul. Der Weg von Biliansiure zum Ketolactam II geht 
iiber Dioxim und Oximlactam und ist zeitraubend, wenn man die 
Zwischenprodukte rein darstellt. Das ist aber fiir den beabsichtigten 
Zweck der Bereitung der VerbindungIV gar nicht notwendig und 
man kann daher die Herstellung des Ketolactams wesentlich ab- 
kiirzen, wenn man wie folgt verfihrt. Biliansiiure wird in be- 
kannter Weise oximiert und das Dioxim aus der alkalischen Lésung 
durch Hssigsiiure gefallt. Die etwas kleisterartige, schwer filtrier- 
bare Fillung wird abgesaugt (ohne Nachwaschen) und zuniichst 
auf ‘Ton bei gewéhnlicher Temperatur, spiiter nach dem Zerreiben 
bei 100° getrocknet. Das Rohprodukt erhitzt man mit 90°/,iger 
Schwefelsiure (1 g: 12 ccm) 15—20 Minuten auf dem lebhaft sieden- 
den Wasserbad und gieBt die stark braun gefairbte Lésung nach 
dem Erkalten auf zerkleinertes Eis. Durch Abstumpfen der Fliissig- 
keit mit etwa 20°/,iger, eisgekiihlter Natronlauge wird das Oxim- 
lactam méglichst quantitativ ausgefallt, worauf man es nach langerem 
Stehen absaugt, auswiischt und trocknet. Dann wird das Um- 
lagerungsprodukt mit 20°/,iger Salzsiure (1 g:10ccm) 10 Minuten 
lang gekocht, wobei meist eine voriibergehende Ausscheidung des 
Chlorhydrats des Oximlactams erfolgt. Die stark braun gefirbte, 
triibe Fliissigkeit klirt man durch Filtrieren und setzt dem Filtrat 
Wasser zu (25 ccm auf 10ccm Salzsiure). Die hierdurch erzeugte 
Fallung wird beim Stehen krystallinisch [,,kleine Krystalle“ 3), 
Aus 15 g Biliansiiure werden auf diese Weise etwa 6,5 g¢ Keto- 
lactam erhalten. Wenn das Wasserbad bei der Umlagerung nicht 
lebhaft siedet, kann es vorkommen, da8 ein Teil des Dioxims 
unveriindert bleibt. Man erkennt dies daran, da nachher beim 
Kochen mit Salzsiiure Biliansiiure sich ausscheidet. Abgesehen 
von der Verringerung der Ausbeute ist diese Ausscheidung nicht 
weiter stérend. Nach dem Erkalten wird die Biliansiure abgesaugt 
und das Filtrat in der iiblichen Weise mit Wasser versetzt. 

1 ¢ der auf vorstehende Art bereiteten Ketolactamtricarbon- 
siiure wurde mit 40 ccm 20°/,iger Salzsiiure 2 Stunden lang am 
RiicktluBkiihler gekocht und die schwach braun gefiirbte Fliissig- 
keit mit 0,14g Hydroxylaminchlorhydrat versetzt. Dann brachte 
man die Lisung im Vakuumexsiccator iiber Atzkalk zur Trockne, 
was mehrere Tage in Anspruch nahm. Den z. T. krystallinischen 
Riickstand léste man in verdiinnter Natronlauge, klarte die Lésung 





1) Diese Z. 176, 192 (1928). 
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durch Filtrieren, saiuerte mit Essigsiiure schwach an (Lackmus) 
und fallte mit 5°/,iger Kupferacetatlésung. Die hellblaugriin ge- 
farbte Fallung wurde nach einiger Zeit abgesaugt, mit Wasser 
ausgewaschen, in Wasser suspendiert und heiB durch Schwetel- 
wasserstoff zersetzt. Vom Schwefelkupfer wurde heib abgesaugt 
und das Filtrat auf dem Wasserbad zur T'rockne gebracht. Schon 
wihrend des Kindampfens schieden sich meist Krystalle in gewisser 
Menge ab; den braungefirbten Riickstand erhitzte man kurze Zeit 
mit 95°/,igem Alkohol, der die braunen Verunreinigungen aufnahm. 
Nach dem Erkalten wurde filtriert und der ziemlich farblose 
Filterriickstand aus Wasser umkrystallisiert. Es resultierten schéne 
flache Prismen, die sich bei 228° unter Braunfirbung zersetzten. 
Ausbeute: etwa 0,35 g. Wenn nicht hei® genug filtriert wird, ent- 
halt das Schwefelkupfer kleine Mengen des Stoffes, die durch 
Auskochen des Sulfids mit Wasser gewonnen werden kénnen. Fir 
die Analyse trocknete man bei 120°. 


0,1136 g Substanz gaben 0,2420 g CO, und 0,0775 g H,O. 


0,1061 g ‘i lieferten 5,1 cem N (14,5° und 767,2 mm Hg). 
C,,H,,N.05 Ber. 57,80°, C 7,68°/, H 5,62°/, N 
Gef. 58,12 7,63 5,76. 


Zum Vergleich wurde eine Probe des Oximlactams (wie oben 
dargestellt, aber durch Umkrystallisieren aus Wasser unter Zusatz 
von wenig Hisessig gereinigt) mit 20°/, iger Salzsiiure im Verhiltnis 
1 g:40 ccm 2 Stunden lang gekocht und die Lésung im Vakuum 
iiber Atzkalk eingetrocknet. Weitere Verarbeitung wie oben. Weder 
in der Krystallform, noch in den Léslichkeitsverhaltnissen, noch 
im Zersetzungspunkt bestand ein Unterschied zwischen den beiden 
Priparaten. Beide Proben reduzierten auch, nach Kochen mit 
Salzsiure usw., Fehlingsche Lésung und gaben mit Salpetersiure 
(D. 1,4) eine langsam eintretende, smaragdgriine Fiarbung.') Die 
Isolierung der Nitrosoverbindung, auf der diese Farbenreaktion 
beruht, gelang bisher nicht. Bei langerer Kinwirkung der Salpeter- 
siure auf die Oximino-aminosiure IV ist mit der Bildung der oben 
(S. 277) erwahnten Nitroaminosiure C,,H,,N,O,, zu rechnen. Hin 
in dieser Richtung angestellter Versuch fiihrte nicht zum Ziel, 
bedarf aber der Wiederholung. 

Zu Il. 0,5 g Oximino-aminosiure IV wurden in 6 ccm 
10°/,iger Natronlauge gelést und mit 0,5 g Kaliumpermanganat, 
gelést in 30 ccm Wasser, zusammengebracht. Beim Erhitzen auf 


1) Diese Z. 180, 109 u. 110 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCVI. 19 
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dem Dampfbad war nach 15—20 Minuten Entfarbung eingetreten. 
Vom Manganschlamm wurde abgesaugt, das Filtrat mit Essigsiure 
schwach angesiiuert (Lackmus) und mit 5°/, iger Kupferacetatlésung 
gefallt. Die weitere Verarbeitung der blaugriinen Kupferfallung 
und die Isolierung des Reaktionsproduktes gestalteten sich in 
genau der gleichen Weise, wie oben bei der Oximinosiure be- 
schrieben. Aus Wasser, in dem der neue Stoff ebenfalls schwer- 
léslich ist, erhilt man ihn in farblosen Blittchen, die die Gestalt 
von Rhomben zeigen. Auch aus 50°/,igem Alkohol kann man 
ihn umkrystallisieren (Prismen). Bei einigen Versuchen wurden 
auch die beim Kinengen des Filtrats vom Schwefelkupfer sich 
ausscheidenden Krystalle gesammelt und jede Fraktion fiir sich 
aus Wasser umkrystallisiert. Die Blittchen waren in diesen 
Fallen schwach gefirbt, die Analysen sind mit so gewonnenem 
Material ausgefiihrt. Die Ausbeute an nicht umkrystallisierter 
Substanz betragt etwa '/, der eingesetzten Oximinosiure. Bei 
Verwendung eines gréBeren Uberschusses von Permanganat war 
die Ausbeute geringer. Im Schmelzréhrchen zersetzt sich der 
neue Korper bei 276°, fiir die Analyse wurde er bei 120° ge- 


trocknet. 
0,0934 g Substanz gaben 0,1987 g CO, und 0,0621 g H,0. 


0,1074 g ¥ lieferten 5,1 cem N (14,5° und 759,6 mm Hg). 
0,1117 g * om 5,4 cem N (14,5° und 762,6 mm Hg). 
C,,HggN,0, Ber. 57,80°/, C 7,68°/, H 5,62°/, N 

C,,H,,.N,0, Ber. 58,04 7,31 5,64 


Gef. 58,04 7,44 5,64, 5,76. 
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und T. Philipson; H. Fink; G. Embden und G. Schmidt; A. Windaus 
und E. Auhagen; R. Kuhn, Alfr. Winterstein und E. Lederer; R. 
Kuhn und A. Smakula; E. Lehnartz; Ernst Waldschmidt- Leitz; 
Fritz Ziegler, Anton Schaffner u. L. Weil; Hans Jost; S. Kostyts- 
chew und G. Medwedew; Hans Fischer und Erich Adler; Fr. Holtz, 
E. Isemer und H. Stichnoth; E. Klenk und W. Diebold; F. Hauro- 
witz; Hans Fischer u. Alfr. Kirstahler; H.H. Dale u. H. W. Dudley; 
Emil Abderhalden und E. Wertheimer; H. Wieland und V. Deu- 
hofen; H. Fischer und Alb. Hendschel; M. Henze; S. Kostytschew 
und A. Scheloumow; Koozo Kaziro. 





Fiir die haufiger zitierten Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 


Diese Z. == Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

Amer. chem. J. == American chemical Journal. 

Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 

Arch. f. exper. Path. == [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

Ber. chem. Ges. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. . 

Ber. Physiol. == Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. == Biochem. Zeitschrift. 

Biochemice. J. == Biochemical Journal. 

Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bull. Soc. chim. == Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Z. == Chemisches Zentralblatt. 

C. r. Acad. Sci. == Comptes Rendus Hebdomaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

Helvet. chim. Acta. == Helvetica Chimica Acta. 

J. of Biochem. == Journal of Biochemistry. 

J. of biol. Chem. == Journal of Biological Chemistry. 

J. of Physiol. == Journal of Physiology. 

J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

Mh. Chem. == Monatshefte fiir Chemie. 

Naturw. == Die Naturwissenschaften. 

Pfliigers Arch. == Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

Z. Biol. = Zeitschrift fiir Biologie. 

Z. physik. Chem. == Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 















Soeben begann zu erscheinen: 


INTER NATIONES 


ZEITSCHRIFT FUR DIE 
KULTURELLEN BEZIEHUNGEN 
DEUTSCHLANDS ZUM AUSLAND 


Herausgegeben vom 


Deutschen Institut fiir Auslander 


in Verbindung mit dem Akademischen Auskunftsamt an der 
Universitit Berlin 


Redaktionsausschuf;: 


Staatsminister a. D. Prof. D. Dr. C. H. BECKER , Prof. Dr. V. 
BRUNS , Geh. Konsistorialrat Prof. D. Dr. A. DEISSMANN 
Prof. Dr, B. HARMS , Generaldirektor Prof. Dr. H. A. KRUSS 
Ministerialrat Dr. E. LEIST / Prof. Dr. K. REMME (Geschifts- 
fiihr. Schriftleiter)  Ministerialdirektor Prof. D. Dr. W. RICHTER 
Geh. Regierungsrat Dr. W. SCHELLBERG , Ministerialrat Prof. 
R. WOLDT 


Die Zeitschrift erscheint zweimonatlich im Umfange von je etwa 
32 Seiten ~ Der Preis fiir den Jahrgang von 6 Heften betrdgt 
RM. 5.—, fiir das Einzelheft RM. 1.— 


Geleitwort: 
Inter Nationes“ soll die neue Zeitschrift heiBen. Es ist keine 
. internationale, sondern eine deutsche Zeitschrift, aber sie soll 
Briicken schlagen helfen zwischen Deutschland und den anderen 
Lindern der Erde. 


Nicht von Politik soll hier die Rede sein, sondern vom Dienst 
am Geist, in dem alle Kulturvélker einig sind. 


Die Zeitschrift dient nicht irgendeinem Fachgebiet, sie dient dem 
Verstehen zwischen den Vélkern, sie will insbesondere Wege auf- 
zeigen und Wege ebnen, auf denen deutscher Wille zum Geist 
und fremder Wille zum Geist sich zusammenfinden zu gemeinsamem 
oder wechselseitigem Dienst an Individium, Volk und Menschheit. 


Wo guter Wille sich mit niichterner Sachkunde paart, da kann es 
an der Melodie der Herzen nicht fehlen. Damit wird der Weg 
frei zur Verstiindigung — inter nationes. C. H. Becker 


Prospeki und Probeheft stehen kostenlos zur Verfiigung 
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